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Povzetek 
Selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev so uveljavljene zdravilne učinkovine v 
terapiji, a je o njih še vedno veliko neznank. Posebnost teh spojin je, da lahko na 
estrogenske receptorje v enem tkivu delujejo kot agonisti, v drugem pa kot antagonisti. V 
to skupino učinkovin med drugim spadajo tamoksifen, bazedoksifen, raloksifen, 4-
hidroksitamoksifen, ospemifen ter toremifen. Uporabljajo se za zdravljenje raka dojke, 
osteoporoze ter atrofije vagine in vulve. Uporabni bi lahko bili tudi za lajšanje težav v 
menopavzi, kot so navali vročine in prekomerno potenje.  
V okviru magistrske naloge smo želeli z uporabo validiranega in vitro testa na HeLa9903 
celični liniji (OECD 455) preučiti tako agonistično kot antagonistično delovanje izbranih 
modulatorjev estrogenskih receptorjev na estrogenski receptor α. 
Najprej smo za izbrane spojine določili najvišjo necitotoksično koncentracijo. Najvišje 
necitotoksične koncentracije, ki smo jih v nadaljevanju uporabili pri luciferaznem testu so 
bile: 25 µM za bazedoksifen, raloksifen in ospemifen, 10 µM za tamoksifen in toremifen 
ter 5 µM za 4-hidroksitamoksifen. 
V naslednjem koraku smo z luciferaznim testom ovrednotili delovanje spojin na 
estrogenski receptor. Vse testirane spojine z izjemo bazedoksifena delujejo kot agonisti 
estrogenskega receptorja α z EC50 vrednostmi v pikomolarnem (raloksifen, 4-
hidroksitamoksifen) ali nanomolarnem območju (tamoksifen, toremifen, ospemifen). Kljub 
nizkim EC50 vrednostim, pa je maksimalni odziv raloksifena, ospemifena in toremifena 
zelo nizek (10-20% odziva pozitivne kontrole), medtem ko tamoksifen in 4-hidroksi 
tamoksifen dosežeta tudi do 50% odziva glede na pozitivno kontrolo (1 nM E2). Pri 
testiranju antagonizma so vse testirane spojine razen toremifena znižale odziv 25 pM E2 
vsaj za 30%, zato jih lahko uvrstimo med antagoniste. Najnižji IC50 smo določili pri 
raloksifenu, sledil mu je bazedoksifen, nato 4-hidroksi tamoksifen, ospemifen in 
tamoksifen z najnižjo jakostjo.  
Če želimo popolnoma razumeti delovanje teh spojin, jih bo v prihodnosti treba še bolje 
raziskati. Naša magistrska naloga pokriva le del neodkritega področja, še vedno pa ostaja 
veliko neznank o njihovemu  mehanizmu delovanja.  
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Abstract 
Selective estrogen receptor modulators are already widely used active ingredients in 
therapy, but there is still a lot we do not know about them. Selective estrogen receptor 
modulators are unusal because they can act as agonists on estrogen receptors in one tissue 
and as antagonists in another tissue. Tamoxifen, bazedoxifene, raloxifene, 4-
hydroxytamoxifen, ospemifene and toremifene are all examples of selective estrogen 
receptor modulators. They are used for treating breast cancer, osteoporosis and 
vulvovaginal atrophy. They could also be useful for alleviating postmenopausal symptoms, 
such as hot flashes and sweating.  
In our master’s thesis we implemented a validated in vitro test using HeLa9903 cell line 
(OECD 455) to determine agonistic and antagonistic effects of selected estrogen receptor 
modulators on estrogen receptor α.  
First we had to determine the highest non-cytotoxic concentration of our compounds. The 
results showed that we can use the concentrations up to 25 µM for bazedoxifene, 
raloxifene and ospemifene; 10 µM for tamoxifen and toremifene and up to 5 µM for 4-
hydroxytamoxifen.  
The next step was determining the action of our compounds on the estrogen receptor α, 
using luciferase test. Excluding bazedoxifene, all of the other compounds acted as agonists 
on the estrogen receptor α with EC50 values either picomolar (raloxifene, 4-
hydroxytamoxifen) or nanomolar (tamoxifen, toremifene, ospemifene). Despite the low 
EC50 values the maximum response of raloxifene, ospemifene and toremifene was quite 
low (10-20% of response given by positive control), while tamoxifen and 4-
hydroxytamoxifen reached up to 50% of response given by positive control (1 nM E2). 
When testing for antiestrogenic properties all of the compounds except toremifene showed 
at least a 30% reduction in activity compared to spike in control, therefore we can classify 
all of these compounds as antagonists on the estrogen receptor α. Raloxifene showed the 
lowest IC50, followed by bazedoxifene, then 4-hydroxytamoxifen, ospemifene and lastly, 
tamoxifen with the lowest potency.  
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If we wish to understand selective estrogen receptor modulators fully, then more research 
will need to be done in this area. Our thesis covers only a portion of the undiscovered area. 
There are still more facts to be gathered surrounding their mechanism of action.  
Key words: estrogen receptor, selective estrogen receptor modulators, SERM, HeLa9903 
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1.  Uvod 
1.1 Estrogen in menopavza 
Estrogen je steroidni hormon, ki vrši mnogo fizioloških funkcij, najbolj znan je zaradi 
funkcije v reproduktivnem sistemu. Poleg te funkcije je pomemben tudi za ohranjanje 
kostne gostote in s tem preprečevanje osteoporoze. Deluje varovalno še na srčno žilni 
sistem, in sicer tako, da znižuje LDL holesterol (lipoprotein z nizko gostoto, ang. low 
density lipoprotein). V puberteti je odgovoren za razvoj sekundarnih spolnih znakov, rast 
dojk in dozorevanje ženskih spolnih organov. Deloval naj bi tudi nevroprotektivno, študije 
so ga povezale z izboljšanjem kognicije in z zakasnitvijo Alzheimerjeve bolezni (1–5). 
Kljub temu da ima estrogen toliko pozitivnih učinkov na telo, je v previsokih 
koncentracijah že lahko nevaren. Povezujejo ga z nastankom raka na dojki, s tumorji na 
maternici, večjo možnostjo nastanka venskih tromboembolij in z nastankom avtoimunih 
bolezni (1, 5).  
V menopavzi pride do stanja v telesu, ki ga zaznamuje pomanjkanje estrogena, kar se 
pokaže v več organskih sistemih. Zmanjša se kostna gostota, kar lahko sčasoma privede do 
osteoporoze, ta pa do zlomov kosti in večje smrtnosti. Pomanjkanje estrogena lahko 
privede tudi do strukturnih sprememb v urogenitalnem sistemu – atrofije vulve, vagine in 
urinarnega trakta ter do stanjšanja vaginalnega epitelija. To se kaže v suhosti nožnice in 
bolečini pri spolnih odnosih (6, 7). Zaradi zmanjšane koncentracije estrogena v centralnem 
živčevju se pojavijo še vazomotorni simptomi, kot so navali vročine in nočno potenje (5).  
1.2 Estrogenski receptor 
Estradiol je fiziološki ligand estrogenskega receptorja (ER). Ker se ta receptor nahaja v 
jedru celice, mora estradiol prečkati celično membrano, da se lahko veže nanj. ER so 
prisotni v vseh vretenčarjih in celo nekaterih nevretenčarjih, na primer pri mehkužcih in 
kolobarnikih (8). Pojavljajo se v mnogih tkivih v človeškem telesu, med drugim v ženskih 
spolovilih, dojkah, kosteh, prostati, modih, možganih, jetrih, črevesju, koži in v žlezah 
slinavkah (1). Ko se spojina veže na ER, pride do konformacijske spremembe v kompleksu 
ligand-receptor. To pripelje do tvorbe dimerov, ki se povežejo na ustrezno DNA zaporedje, 
ki regulira od estrogena odvisno prepisovanje genov. Na obliko tega kompleksa vplivajo še 
regulatorni proteini. Ti lahko posledično vplivajo na sposobnost receptorja, da aktivira 
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oziroma inhibira izražanje določenega gena. Regulatorni proteini so lahko koaktivatorji 
(npr. SRC-1, NCOA1, NCOA2, NCOA3, CREBBP, PPARBP) ali korepresorji (npr. 
NCOR1, NRIP, SMRT). Korepresorji se vežejo na ER v odsotnosti liganda ali če je 
prisoten antagonist. Korepresorski kompleks z ER sproži deacetilacijo histonov in olajša 
kondenzacijo kromatina, kar zavre prepisovanje tarčnih genov. Koaktivatorji delujejo 
ravno obratno, nekateri izmed njih imajo intrinzično acetilazno aktivnost, njihova vezava 
vodi do acetilacije histonov in dekondenzacije kromatina, kar spodbudi prepisovanje genov 
(4).  
Učinki preko jedrnega receptorja so počasni, lahko traja več ur preden nastopi polni 
učinek. Poznamo dva tipa estrogenskega jedrnega receptorja, to sta estrogenski receptor α 
(ERα) in estrogenski receptor β (ERβ). Po vezavi liganda lahko pri tvorbi dimerov pride do 
nastanka dimera v obliki ERα-ERα, ERβ-ERβ ali ERα-ERβ (5). Receptorja sta si po 
zgradbi in velikosti zelo podobna, oba imata šest domen – domeno za vezavo liganda, za 
vezavo DNA, dimerizacijo receptorja, jedrno lokacijo in dve domeni za aktivacijsko 
funkcijo receptorja (1, 2, 9, 10). ERβ ima peptidno zaporedje sestavljeno iz 530 
aminokislin, za ERα pa se podatki razlikujejo, in sicer 565 ali 595 aminokislin (5, 9). Oba 
tipa receptorjev se vežeta na isto zaporedje DNA in imata v okolici iste regulatorne 
proteine, a kljub temu imata različne biološke učinke. Mehanizem tega še ni popolnoma 
pojasnjen (1, 2, 9, 10).  
Receptorja imata različno porazdelitev po tkivih, v nekaterih tkivih prevladuje ERα, v 
drugih pa ERβ. ERα prevladuje v maternici in v jetrih, v centralnem živčnem sistemu, 
kosteh, dojkah in jajčnikih pa sta izražena oba približno v enaki meri (11). Z uporabo 
transgenih miši, ki so jim izbili gen za ERα in ERβ so ugotovili, da receptorja vršita 
različne funkcije v telesu. Miši, ki niso imele gena za receptor ERα so bile neplodne – tako 
samice kot samci. Poleg tega so imele še zmanjšano kostno gostoto in moten razvoj dojk. 
Če je v genomu miši manjkal ERβ, so se miši razvile normalno, a so imele zmanjšano 
plodnost, saj je prišlo do okvar v jajčnikih in maternici (12). 
Zgoraj opisana genomska pot delovanja estrogena je že precej raziskana. Estrogen pa ima 
lahko tudi negenomsko delovanje. Veže se lahko na  transmembranski receptor, sklopljen s 
proteinom G, ki se odziva na estrogen (GPER, G-Protein Coupled Estrogen Receptor). 
Takšen način signalizacije je hitrejši, učinki se lahko pokažejo že v nekaj sekundah. (1, 9).  
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1.3 Selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev 
Selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev (SERM – Selective Estrogen Receptor 
Modulator) so nesteroidne spojine, ki lahko na ER delujejo kot agonisti ali kot antagonisti, 
odvisno od tkiva, v katerem se ta receptor nahaja. Med seboj so kemijsko zelo različne 
spojine, najpomembnejša razlika pa je v varnosti za uporabo. Pri uporabi določenih 
SERM-ov je namreč večje tveganje za raka na endometriju, saj nekatere od teh spojih 
delujejo agonistično na omenjeno tkivo. Vsak SERM ima specifičen učinek na tarčno 
tkivo, za kar najdemo več razlogov. Prvi razlog je, da se ERα in ERβ izražata v različni 
meri v posameznih tkivih. Drugi, da se po vezavi liganda na receptor tvori različna 
konformacija kompleksa ligand-receptor, zadnji razlog pa leži v različnih interakcijah s 
koaktivatorji in korepresorji, ki lahko močno vplivajo na končni učinek (13). Vse to 
pripomore k temu, da SERM-i niso enotna skupina s predvidljivim delovanjem na ER, 
temveč je treba vsako novo odkrito spojino testirati, da preverimo učinke na tarčnih tkivih. 
Ti so lahko drugačni, kot je bilo sprva predvideno. Poleg tkivne specifičnosti obstaja tudi 
vrstna specifičnost. Spojina, ki deluje v tkivu miši kot estrogenski agonist, lahko pri 
človeku deluje drugače. Najbolj primerljive so vrednosti, ki jih dobimo s študijami na 
podganah, zato so te študije najpogostejše izmed študij z živalskimi modeli (9, 13–18). 
Zanimivo je, da imajo nekateri SERM-i delovanje proti določenim povzročiteljem bolezni, 
kot so bakterije, glive, virusi in paraziti. Na omenjenem področju še potekajo klinične 
študije, ki bi spojine uveljavile za ta namen uporabe (19).  
Še vedno se išče »popolni« SERM, ki bi deloval antiestrogeno na tkiva v dojki in 
endometriju ter agonistično na kosti, lipidni profil in na centralni živčni sistem (14, 15). 
Dobro razumevanje mehanizma in tkivne selektivnosti SERM-ov je pomembno za lažje 
načrtovanje novih spojin, ki bi delovale na te receptorje. Do zdaj še nobena odkrita spojina 
v tej skupini nima agonističnega delovanja na ER v centralnem živčnem sistemu, pogosto 
še poslabšajo navale vročine in potenja (15, 17).  
Glede na kemizem jih lahko razvrstimo v pet razredov: (9, 14) 
1. Trifeniletileni (tamoksifen, ospemifen, droloksifen, idoksifen, klomifen) 
2. Benzotiofeni (raloksifen, arzoksifen) 
3. Indolni analogi (bazedoksifen) 
4. Tetrahidronaftalenski analogi (lasofoksifen, nafoksidin) 
5. Benzopirani (levormeloksifen) 
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1.3.1 Zgodovina 
Leta 1967 je bil odobren prvi SERM, in sicer klomifen. Ta se danes uporablja za 
zdravljenje neplodnosti žensk, saj sproži ovulacijo (20). Njegov naslednik je tamoksifen 
(Slika 1), ki ga uvrščamo v prvo generacijo SERM-ov. Ker so se pri spojinah prve 
generacije pojavljali resni neželeni učinki, so to skupino zdravilnih učinkovin razvijali še 
naprej in odkrili spojine, ki so bolj varne. V drugo generacijo SERM-ov spadata toremifen 
(Slika 1) in raloksifen (Slika 2). Nekatere raziskave kažejo, da slednji za razliko od 
tamoksifena ne poveča verjetnosti nastanka raka na endometriju. Poleg tega so razvili še 
tretjo generacijo SERM-ov, kamor spadata bazedoksifen in ospemifen, ki ju prikazuje 
Slika 2 (16). Varnost je pri tej skupini zdravil precej pomembna, saj so namenjena 
predvsem za dolgotrajno jemanje in zdravljenje kroničnih stanj, kot je na primer 
osteoporoza (17). Od SERM-ov bi imele korist predvsem pacientke z osteoporozo, ki ne 
prenašajo bisfosfonatov (21). Ti so namreč zelo agresivne spojine, pri katerih je potreben 
poseben način jemanja, da se preprečijo razjede v prebavilih. V spodnji preglednici 
(Preglednica I) je prikazana uporaba izbranih spojin za namene zdravljenja in 
preprečevanja bolezni.  
Preglednica I: Pregled SERM-ov, ki so že registrirani, in njihove indikacije (7, 22–25). 
Spojina Indikacija Zdravila 
Tamoksifen Zdravljenje raka dojke Nolvadex 10 mg (tudi v Sloveniji) 
Toremifen Zdravljenje raka dojke Fareston 60 mg (tudi v Sloveniji) 
Raloksifen Zdravljenje in preprečevanje osteoporoze 
pri ženskah v menopavzi 
Evista 60 mg (tudi v Sloveniji) 
Ospemifen Zdravljenje atrofije vagine in vulve pri 
ženskah v menopavzi 
Senshio 60 mg (tudi v Sloveniji) 
Bazedoksifen Preprečevanje osteoporoze Conbriza 20 mg 
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Slika 1: Kemijske strukture spojin, od leve proti desni: tamoksifen, 4-hidroksitamoksifen 
in toremifen. 
 
Slika 2: Kemijske strukture spojin, od leve proti desni: raloksifen, ospemifen in 
bazedoksifen. 
1.3.2 Tamoksifen 
Tamoksifen je SERM prve generacije, ki po kemijski strukturi spada med trifeniletilene. 
Na trg je prišel že v 70. letih prejšnjega stoletja, in sicer za zdravljenje raka dojke. Danes 
se uporablja za zdravljenje ER pozitivnega raka dojke ter za zmanjševanje tveganja za 
nastanek raka na dojki pri pacientih z visokim tveganjem. Pri zdravljenju izkoriščamo 
antagonistično delovanje tamoksifena na ER v tkivu dojke. Dolgotrajna terapija s 
tamoksifenom prinaša tveganje za nastanek raka endometrija, saj v tem tkivu deluje 
agonistično. S tem inducira rast celic v endometriju, kar privede do zadebelitve 
endometrija. Raziskave (14–17) so pokazale, da ima ženska, ki jemlje tamoksifen, 2–3× 
večjo verjetnost, da bo razvila raka na endometriju v primerjavi z žensko iste starosti, ki ne 
jemlje tamoksifena. Tveganje je odvisno od odmerka, ki ga pacientka jemlje in od časa 
jemanja. Zdravljenje z estrogenskimi agonisti prinaša tudi povečanje tveganja za vensko 
tromboembolijo. Kot neželeni učinek se lahko pojavijo tudi navali vročine, saj tamoksifen 
deluje antagonistično na ER v centralnem živčevju. Pozitivno pa deluje na kosti, saj s 
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parcialnim agonističnim delovanjem spodbuja ohranjanje kostne gostote in s tem 
preprečuje osteoporozo (9, 14–16, 18).  
In vivo študije so pokazale, da lahko dolgotrajno jemanje tamoksifena stimulira rast 
tumorja (5). Celice lahko postanejo tudi odporne na tamoksifen (26). Mehanizem za to 
odpornost je zelo kompleksen in še ni popolnoma raziskan. Vključenih naj bi bilo več 
dejavnikov, med drugimi zmanjšano izražanje ER, povečano izražanje določenih 
kofaktorjev, polimorfizmi v encimih, ki presnavljajo tamoksifen in sprememba regulacije 
celične smrti (27).  
Dokazali so in vitro delovanje tamoksifena in njemu sorodnih spojin na nekatere patogene. 
Tamoksifen deluje protiglivično, in sicer proti vrsti Candida in vrsti Cryptococcus ter 
glivam kvasovkam. Mehanizem tega delovanja naj bi bila vezava tamoksifena na glivični 
kalmodulin, ki je v celici pomemben za uravnavanje več procesov. Deluje tudi proti virusu 
ebole, virusu hepatitisa C, virusu HIV ter proti herpes simplex virusu. Menijo, da zavira 
kloridne kanalčke, kar prepreči virusno zlitje in vstop v celico. Dokazano je tudi in vitro 
delovanje na nekatere parazite, med drugim plazmodije in toksoplazmo ter na nekatere 
bakterije, kot so K. pneumoniae, M. tuberculosis in P. aeruginosa (19).  
Spojina se raziskuje tudi za zdravljenje bipolarne motnje. V odmerkih 20–80 mg zavira 
protein kinazo C, zato bi lahko bila primerna za zdravljenje maničnih epizod bipolarne 
motnje. Isti mehanizem delovanja imata tudi litij in valprojska kislina, ki se že uporabljata 
za zdravljenje te bolezni. Potrebno je narediti še več študij na tem področju, da se 
popolnoma razišče potencial tamoksifena. Prav tako je treba raziskati še učinke spojine na 
depresijo, saj nekateri živalski modeli kažejo, da jo celo poslabša (28).  
Tamoksifen se v telesu presnavlja s hidroksilacijo, demetilacijo in konjugacijo. Preko 
encimov CYP3A4 in CYP2D6 se metabolizira do dveh metabolitov, ki sta še bolj aktivna 
kot sam tamoksifen. To sta 4-hidroksitamoksifen (OHT) in endoksifen (22). Pacienti z 
rakom dojke, ki imajo polimorfizem encima CYP2D6, ne morejo ustrezno presnavljati 
tamoksifena do bolj aktivnih metabolitov, zato lahko pri njih pride do povečane toksičnosti 
ali zmanjšane učinkovitosti tamoksifena (29). Pri metabolizmu kot vmesni produkti 
nastajajo tudi reaktivni karbokation, o-kinon in kinon metid, ki so sposobni tvoriti 
genotoksične adukte z DNA. Če se te napake ne popravijo s popravljalnimi mehanizmi, 
lahko pride do mutacij in posledično raka na endometriju (13).  
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1.3.3 Toremifen 
Toremifen je po kemijski strukturi in delovanju zelo podoben tamoksifenu, razlika je le, da 
je na verigo dodan klor. Spojina deluje antagonistično na ER v dojki, zato je uporabna za 
zdravljenje raka dojke, ima podobno učinkovitost kot tamoksifen. Prav za to indikacijo so 
jo na ameriškem trgu odobrili leta 1997 (13, 16). Glede na njegov vpliv na kostno gostoto 
se v literaturi pojavljajo različni podatki. Pri nekaterih študijah poročajo, da se pri uporabi 
toremifena rahlo zmanjša kostna gostota (9, 29), pri drugih pa, da toremifen poveča kostno 
gostoto in s tem preprečuje osteoporozo (30). Prav tako so rezultati študij nejasni na 
področju povzročitve raka na endometriju. Nekatere študije ga ne povezujejo z nastankom 
raka na endometriju (6), druge pa trdijo, da je pojavnost raka pri zdravljenju s toremifenom 
podobna kot pri zdravljenju s tamoksifenom (29, 30). Je pa potrjeno, da tvori manj 
genotoksičnih aduktov z DNA (6, 30). Še vedno pa ga spremljajo ostali neželeni učinki, 
kot so navali vročine, venska tromboembolija in povečano potenje. S pomočjo študij so 
ugotovili, da je toremifen vsaj toliko učinkovit kot tamoksifen pri zdravljenju raka dojke, 
če ne celo bolj. Prav tako bolj ugodno vpliva na lipidni profil kot tamoksifen, saj poleg 
znižanja LDL holesterola še poviša HDL holesterol (lipoprotein z visoko gostoto, ang. high 
density lipoprotein) (30).  
Tako kot tamoksifen tudi toremifen deluje proti nekaterim povzročiteljem bolezni. In vitro 
deluje proti glivam vrste Candida in vrste Cryptoccocus, proti virusu ebole ter proti 
nekaterim bakterijam. Primeri slednjih so A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa in 
S. mutans. In vivo delovanje je bilo potrjeno proti virusu ebole, delovanja na ostale 
patogene pa niso preverjali in vivo. Pojavljajo se tudi študije, ki raziskujejo toremifen kot 
potencialno zdravilo za bakterijske infekcije ustne votline. Deluje baktericidno proti P. 
gingivalis, ki povzroča periodontitis in periimplantitis ter proti S. mutans, ki je glavni 
povzročitelj kariesa (31).  
V telesu je njegov glavni presnovek N-demetiltoremifen, ki ima razpolovno dobo več dni. 
Še vedno deluje protitumorno, a šibkejše kot toremifen. Reakcije metabolizma potekajo 
preko jetrnih citokromov, ostali presnovki pa so še (deaminohidroksi)toremifen, 4-
hidroksitoremifen in N,N-didemetil toremifen (23). Metabolizem ne poteka preko encima 
CYP2D6, zato bi bil primerna alternativa za paciente s polimorfizmom tega encima, saj je 
pri njih tamoksifen manj učinkovit (29).  
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1.3.4 Raloksifen 
Raloksifen spada v skupino benzotiofenov in v drugo generacijo SERM-ov, njegovo 
prvotno ime je bilo keoksifen. Ima visoko afiniteto za ERα in ERβ. Namenjen je 
zdravljenju in preprečevanju osteoporoze pri ženskah po menopavzi. Vzdržuje kostno 
gostoto tako, da poveča ekspresijo rastnega faktorja β3, ta pa zavira delovanje osteoklastov 
(14). Na kosti deluje torej estrogeno. Zmanjša tveganje za zlome vretenc, ne zmanjša pa 
tveganja za zlom kolka in za ostale nevretenčne zlome (18). Na dojke deluje antiestrogeno, 
s tem zmanjša tveganje za nastanek raka na dojki, a je za to indikacijo tamoksifen bolj 
učinkovit. Raloksifen ni popoln estrogenski antagonist v endometriju, saj lahko pri uporabi 
pride do zadebelitve endometrija, a pogostost raka na endometriju se ni povečala. Deluje 
antagonistično na ER v centralnem živčevju, zato med uporabo te učinkovine še vedno 
prihaja do navalov vročine, prav tako še ostaja tveganje za vensko tromboembolijo. Na 
lipidni profil deluje ugodno, agonistično delovanje na ER povzroči znižanje LDL 
holesterola in rahlo zvišanje HDL holesterola (17). Raloksifen naj bi v manjši meri 
prehajal hematoencefalno bariero in deloval nevroprotektivno. Omenjeni SERM spodbuja 
vezavo živčnih prenašalcev na receptorje v možganskih predelih, ki so pomembni za 
spomin in kognicijo. Povezali so ga z izboljšanjem spomina pri ženskah po menopavzi 
(10).  
Tudi raloksifen je eden izmed SERM-ov z delovanjem proti patogenom. In vitro zavira 
virus ebole, parazit vrste Leishmania, bakterije A. baumannii, K. pneumoniae, M. 
tuberculosis in P. aeruginosa. In vivo delovanje je bilo dokazano samo proti Leishmanii, 
ostale študije pa niso bile izvedene (19).  
Pri metabolizmu raloksifena podobno kot pri tamoksifenu nastajajo potencialno nevarne 
snovi, in sicer z oksidacijo raloksifena nastaneta dikinon metid in o-kinon. Prvi ni nevaren, 
saj ima zelo kratek razpolovni čas, približno eno sekundo. O-kinon je bolj stabilen, a 
nastaja v manjši meri in zato ne povzroča težav. Raloksifen se v večji meri presnavlja z 
glukuronidacijo (13). Pri tem nastanejo raloksifen-4'-glukuronid, raloksifen-6-glukuronid 
in raloksifen-6,4'-diglukuronid (24). 
1.3.5 Ospemifen 
Ospemifen je novejše zdravilo v SERM kategoriji, odobreno je bilo šele leta 2013. Po 
strukturi je trifeniletilen, podoben tamoksifenu, sprememba je v (dimetilamino)etoksi 
verigi. S tem so dosegli šibkejše agonistično delovanje na endometrij in ohranili estrogeno 
9 
 
delovanje na kosti. Rahlo večjo afiniteto ima za ERα kot za ERβ (6, 14, 16). V ZDA in v 
Evropi je registriran za simptomatsko zdravljenje atrofije vagine in vulve, saj s svojim 
estrogenim učinkom na vaginalni epitelij zmanjša bolečino pri spolnih odnosih pri ženskah 
po menopavzi (7). Ospemifen zadebeli vaginalni epitelij, poveča število superficialnih 
celic, zmanjša število parabazalnih celic in zniža pH (6). V Sloveniji je na tržišču zdravilo 
Senshio, ki kot zdravilno učinkovino vsebuje ospemifen, in sicer 60 mg. Zdravilo je 
označeno z narobe obrnjenim polnim črnim trikotnikom, saj se zanj še vedno izvaja 
spremljanje neželenih učinkov in varnosti (7). Deluje šibko agonistično na endometrij, 
kljub temu pa ga ne stimulira ter ne poveča možnosti za raka na endometriju, debelino 
poveča za manj kot 1 mm (14, 16). Na tkivo dojk deluje antiestrogeno in s tem deluje 
protitumorno, prav tako ne tvori genotoksičnih aduktov z DNA (6, 17). V primerjavi s 
placebom, je pri uporabi ospemifena prišlo do več infekcij urinarnega trakta in vaginalne 
kandidiaze, večkrat so se pojavili tudi navali vročine (17).  
Ospemifen se metabolizira preko CYP450 encimov, glavni presnovek je 4-
hidroksiospemifen (7). Zdravilne učinkovine, ki inhibirajo encima CYP3A4 in CYP2C9, 
bodo zvišale koncentracije ospemifena in s tem povečale možnost za neželene učinke te 
spojine (6).  
1.3.6 Bazedoksifen 
Bazedoksifen spada v tretjo generacijo SERM-ov in deluje podobno kot raloksifen, prav 
tako ni statistično pomembnih razlik v njuni učinkovitosti (18). Kot že prej opisani SERM-
i, deluje na ER v tkivih kosti agonistično, medtem ko na ER v tkivih dojke in endometrija 
deluje bolj antagonistično kot tamoksifen, raloksifen in ospemifen. Spojine v študijah niti 
niso povezali z zadebelitvijo endometrija (14). V primerjavi s placebom so pacientke 
večkrat občutile navale vročine in krče v nogah (17). Ugodno deluje na lipidni profil, nanj 
ima estrogeno delovanje. Zanimivo je, da nekatere študije omenjajo, da se pri uporabi 
bazedoksifena zmanjša tudi tveganje za nevretenčne zlome, torej na primer zlom kolka, če 
primerjamo z uporabo raloksifena (13). Ena izmed takih študij je bila post hoc analiza, v 
kateri so dokazali, da bazedoksifen pri ženskah z visokim tveganjem za zlom zmanjša to 
tveganje (21). Najdemo pa tudi študije, ki takšno delovanje negirajo in mu pripisujejo 
samo zmanjšanje pojavnosti zlomov vretenc (32).  
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Opazili so, da bazedoksifen olajša razgradnjo receptorja ERα v maternici in v dojki. To 
pripelje do zavrte proliferacije rakavih celic v dojki. (11, 17) Do receptorja ERα ima rahlo 
večjo afiniteto kot do ERβ (13).  
Metabolizem poteka predvsem z glukuronidacijo na hidroksilnih skupinah molekule, 
razpolovni čas je približno 30 ur (13, 25). Glavni metabolit je bazedoksifen-5-glukuronid. 
V metabolizem so minimalno vpleteni citokromi P450 (25). 
Pri menopavzalnih težavah so pred nekaj leti ubrali nov pristop – naredili so kombinacijo 
bazedoksifena s konjugiranimi estrogeni. Ideja je bila, da bi bazedoksifen deloval 
antagonistično na tkiva maternice in dojke, estrogen pa bi ublažil vazomotorne simptome, 
kot so navali vročine in prekomerno potenje. Estrogeni bi blažili tudi atrofijo vagine in 
vulve ter zmanjšali izgubo kostne gostote. Ti kompleksi se imenujejo tkivno selektivni 
estrogenski kompleksi (TSEC – Tissue Selective Estrogen Complex) (14, 16, 17). TSEC so 
na tržišču za zdravljenje osteoporoze, namenjeni so predvsem ženskam, ki imajo težave z 
vazomotornimi simptomi, na primer z navali vročine. V študiji, ki je preverjala delovanje 
takšnega zdravila, so ugotovili, da se je pri pacientkah zmanjšala pojavnost hiperplazije 
endometrija, hkrati pa se je povečala kostna gostota (13). V študiji SMART so z več 
podštudijami preverjali delovanje TSEC na več tkiv, ki se odzivajo na estrogen. Do sedaj 
je edini odobren TSEC kombinacija bazedoksifena in konjugiranega estrogena, nanj se je 
ta študija tudi osredotočila. Ugotovili so, da uporaba TSEC zmanjša vazomotorne 
simptome pri ženskah v menopavzi, izboljša kvaliteto spanja in kostno gostoto ter pomaga 
pri vaginalni atrofiji in disparevniji. Pri tem ne stimulira tkiva dojke niti endometrija ter ne 
povzroča večje verjetnosti za venske tromboembolije (11, 31). 
1.4 Mehanizem delovanja SERM-ov 
Odkritje SERM-ov in njihovega delovanja je bilo pomembno za razumevanje 
farmakologije ER. Sprva je veljal t.i. »klasičen model« estrogenskega receptorja, ki je 
predpostavljal, da receptor v odsotnosti liganda ostaja v svoji neaktivni obliki v celici. Ko 
se agonist veže na receptor, pride do spremembe oblike receptorja, kar olajša vezavo 
receptorja na specifične elemente DNA v regiji tarčnega promotorja. Edina funkcija 
estrogena je bila, da je obrnil receptor iz neaktivne oblike v aktivno obliko. Predvideno je 
bilo, da ima katerikoli ligand le agonistično ali antagonistično delovanje na receptor, 
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odvisno od njegove strukture. Kot se je kasneje izkazalo, ta model ni bil najbolj ustrezen, 
saj z njim ni bilo mogoče pojasniti aktivnosti tamoksifena in ostalih SERM-ov (4, 5). 
Leta 1996 so odkrili še en tip estrogenskega receptorja – ERβ. Kljub temu odkritju še 
vedno ni bilo možno popolnoma pojasniti delovanja SERM-ov, saj so ugotovili, da se 
lahko biološka aktivnost teh spojin še vedno razlikuje med različnimi tkivi, čeprav ta tkiva 
izražajo enak tip receptorja. Prav tako so raziskali, da nekateri izmed SERM-ov niti ne 
ločijo med različnima tipoma ER, medtem ko lahko imajo drugi SERM-i večjo afiniteto za 
posamezni receptor (4, 5). 
Spoznali so, da tamoksifen ni tipičen antagonist, ki bi samo blokiral mesto agonistu, ampak 
aktivno sproži strukturno spremembo receptorja. Pravzaprav različni SERM-i povzročijo 
različno spremembo strukture ER, ta sprememba konformacije pa je ključna za 
predstavitev domen receptorja prepisovalnemu zaporedju DNA. Pomembni sta dve 
domeni, aktivacijska domena 1 (AF-1) na N-končnem delu peptidnega zaporedja in 
aktivacijska domena 2 (AF-2), ki je del domene, ki veže ligand. Spoznali so, da v tkivih, 
kjer je AF-2 pomembna za transkripcijsko aktivnost, tamoksifen deluje kot čisti antagonist, 
kjer pa je že sama prisotnost AF-1 dovolj za transkripcijo, tamoksifen deluje kot parcialni 
agonist. Predvidevali so, da sta mehanizma delovanja v kosteh in maternici enaka, obe 
tkivi bi naj imeli zadostno AF-1 aktivnost. Ko so raziskovali raloksifen, so ugotovili, da ne 
deluje po enakem mehanizmu kot tamoksifen, saj na kosti deluje kot agonist, na maternico 
pa bolj antagonistično (4, 33).  
Nekaj let kasneje so odkrili regulatorne proteine steroidnih receptorjev, prvi izmed njih je 
bil odkrit koaktivator SRC-1 (steroid receptor coactivator-1). Ko so to povezali s SERM-i, 
so ugotovili, da agonisti olajšajo vezavo ER s koaktivatorji, medtem ko antagonisti 
spodbudijo interakcijo receptorja s korepresorji. Učinek SERM-a v celici bo torej odvisen 
od prisotnosti in razmerja med koaktivatorji in korepresorji v okolici. Ker različni SERM-i 
povzročajo različne spremembe oblike kompleksa SERM-ER, bodo ti kompleksi reagirali 
z različnimi korepresorji oziroma koaktivatorji v okolici. SERM bo v celici deloval 
agonistično, če bo njegov kompleks z ER lahko tvoril interakcije z ustreznim 
koaktivatorskim proteinom (4). Zanimivo je dejstvo, da lahko isti SERM v in vitro 
eksperimentih deluje kot agonist in kot antagonist na isti celični liniji (5). 
Točen molekularni mehanizem, ki stoji za tkivno selektivnostjo SERM-ov, še ni 
popolnoma pojasnjen. Ugotovljeno je, da pomembno vlogo pri tkivni selektivnosti igrata 
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tip celic, na katere SERM deluje, in vezava specifičnih koregulatorjev na promotorske 
regije. Naredili so poskus s tamoksifenom in raloksifenom na celični liniji endometrija 
(Ishikawa celice) in na celični liniji dojke (MCF-7) in ugotovili, da v celicah dojke obe 
spojini spodbujata vezavo korepresorjev na tarčne promotorje estrogenskih receptorjev. Na 
teh celicah oba delujeta antagonistično. Bolj zanimiv rezultat pa so dobili na celicah 
endometrija, kjer tamoksifen deluje agonistično, raloksifen pa antagonistično. Tamoksifen 
je spodbujal vezavo koaktivatorjev na tarčne gene ER, ki niso bili del klasičnega ERE 
(Estrogen Response Element). Primer teh genov sta c-Myc in IGF-1. Dognali so še, da je 
za estrogeno delovanje tamoksifena v endometriju ključnega pomena koaktivator SRC-1. 
Ta koaktivator je v endometriju prisoten v višjih koncentracijah kot v tkivu dojke, s čimer 
bi lahko vsaj delno razložili njegovo agonistično delovanje v endometriju (26, 34). 
1.5 Pregled in vitro in in vivo delovanja  
In vivo delovanje SERM-ov je vrstno specifično, v Preglednici II je prikazano, kako 
izbrane spojine delujejo v človeških tkivih. Njihovo delovanje sicer ni povsem črno-belo, 
saj za nekatere težko rečemo, da delujejo popolnoma kot antagonisti ali agonisti. Primer je 
tamoksifen, ki v dojki deluje manj antagonistično kot denimo raloksifen (18). A kljub temu 
tamoksifen še vedno uvrščamo med antagoniste in ne med agoniste.  
Preglednica II: Tkivna specifičnost spojin (1, 13). 
Spojina Agonistično delovanje Antagonistično delovanje 
Tamoksifen Na maternico in kosti Na dojke 
Toremifen Na maternico in kosti Na dojke 
Raloksifen Na kosti Na dojke in maternico 
Ospemifen Na vaginalni epitelij, endometrij in kosti Na dojke 
Bazedoksifen Na kosti, hipotalamus, vaginalni epitelij in vulvo Na dojke in maternico 
 
Teoretično lahko SERM-i in vitro delujejo kot agonisti ali kot antagonisti na isti celični 
liniji. Primanjkuje raziskav in člankov, ki bi prikazovali rezultate takšnih testiranj. V 
Preglednici III so zbrani izsledki raziskav, ki so preiskovale in vitro delovanje izbranih 
SERM-ov. 
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Preglednica III: In vitro delovanje spojin (14, 34–36). 
Spojina MCF-7 (celična 
linija dojke) 
T47D-Kbluc 
(celična linija 
dojke) 
Ishikawa (celična 
linija 
endometrija) 
HeLa (celična 
linija 
endometrija) 
Tamoksifen Antagonistično Antagonistično Agonistično Agonistično ali 
antagonistično 
Toremifen Antagonistično Ni podatka Ni podatka Ni podatka 
Raloksifen Antagonistično Antagonistično Antagonistično Agonistično ali 
antagonistično 
Ospemifen Antagonistično Ni podatka Ni podatka Ni podatka 
Bazedoksifen Antagonistično Antagonistično Ni podatka Ni podatka 
1.6 HeLa celična linija 
HeLa celična linija se imenuje po Henrietti Lacks, ki je leta 1951 umrla za rakom 
materničnega vratu, ko je bila stara le 31 let. Z odvzemom njenih celic materničnega vratu 
so dobili prvo človeško celično linijo. Celice so pošiljali v laboratorije po svetu brez 
njenega vedenja, nikjer ni zapisa, da je dovolila uporabo svojih celic v znanosti. Šele 20 let 
kasneje so njeni potomci izvedeli, kaj se je zgodilo s celicami Henriette Lacks (37, 38). 
Njene celice so poslali v vesolje, kjer so preučevali vpliv breztežnosti na človeške celice. 
Poleg tega so pripomogle k razreševanju zapisa človeškega genoma, odkritju cepiva proti 
humanemu virusu papiloma ter k izkoreninjenju otroške paralize (39).  
1.7 OECD smernice 
OECD je organizacija, ki med drugim določa smernice za testiranje spojin, ki so lahko 
hormonski motilci. V to skupino lahko uvrščamo vse kemikalije iz našega okolja, ki 
vplivajo na sintezo, metabolizem ali delovanje hormonov (40). Za takšne kemikalije 
obstaja pet nivojev testiranja, ki so prikazani na Sliki 3. Eden izmed validiranih testov je 
test za in vitro določanje delovanja spojin na ER. V sklopu tega testa se lahko uporabi dve 
različni celični liniji, ena možnost je ERα-HeLa9903 celična linija, druga pa je bila 
VM7Luc4E2 celična linija, ki se sedaj ne priporoča več za uporabo. Prva izraža samo 
receptor ERα, druga pa poleg ERα tudi ERβ (41).  
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Slika 3: Nivoji testiranja po OECD smernicah (42). 
  
Nivo 1
• Že obstoječi podatki in informacije pred testiranji
• Fizikalno kemijske lastnosti, biorazgradljivost, toksikološki podatki, QSAR, ...
Nivo 2
• In vitro testiranja, ki dajo podatke o endokrinih mehanizmih
• Afiniteta vezave na ER, transaktivacija ER, testi celične proliferacije na MCF-7
celični liniji, luciferazni test na HeLa9903 celični liniji, ...
Nivo 3
• In vivo testiranja, ki dajo podatke o endokrinih mehanizmih
• Uterotropni testi
Nivo 4
• In vivo testiranja, ki dajo podatke o neželenih učinkih
• Kronična toksičnost, teratogenost, karcinogenost, nevrotoksičnost, ...
Nivo 5
• In vivo testiranja, ki dajejo bolj obširne podatke o neželenih učinkih skozi daljši čas
• Študije o reproduktivni toksičnosti, ki zavzemajo eno ali več generacij
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2.  Načrt dela 
V magistrski nalogi želimo s pomočjo OECD validiranega testa s poročevalskim genom na 
celični liniji HeLa9903 ovrednotiti estrogeno oziroma antiestrogeno delovanje izbranih 
selektivnih modulatorjev estrogenskih receptorjev. To so spojine, ki se že uporabljajo v 
terapiji, izvedene so bile tudi številne in vivo študije, ni pa na voljo veliko in vitro študij, ki 
bi primerjale te spojine med sabo. V in vitro sistemih naj bi vsi delovali kot agonisti in kot 
antagonisti, v telesu pa imajo bolj selektivno delovanje.  
Najprej bomo določili citotoksično delovanje izbranih SERM-ov. Preiskovana spojina ne 
sme povzročiti več kot 20% odmrtja celic. To pomeni, da mora vsaj 80% celic preživeti 
24-urno inkubacijo s to spojino. Citotoksičnost bomo določili s pomočjo dveh različnih 
testov. Uporabili bomo test z resazurinom, s katerim se preverja metabolna aktivnost celic. 
V mrtvih celicah reakcije metabolizma ne bodo potekale, zato ne bodo pretvorile barvila 
resazurin do resorufina, medtem ko bo v živih celicah ta pretvorba potekla. Drugi test, s 
katerim bomo preverili citotoksičnost spojin, bo laktat dehidrogenazni (LDH) test, ki bo 
preverjal integriteto celične membrane. Pri mrtvih celicah je celična membrana 
poškodovana, zato se bo tam sprostil encim LDH, ki bo posredno povzročil pretvorbo 
tetrazolijeve soli do formazana, katerega bomo zaznali.  
V naslednjem koraku bomo določili delovanje spojin na ERα. Pri določanju agonističnega 
in antagonističnega delovanja izbranih spojin s testom s poročevalskim genom na 
HeLa9903 bomo z uporabo kontrolnih spojin najprej preverili stabilnost celične linije in 
potrdili ustreznost rezultatov. Za kontrolo agonizma bomo uporabili 17β-estradiol (močan 
estrogen), 17α-estradiol (šibek estrogen), kortikosteron (zelo šibek estrogen) in 17α-
metiltestosteron (brez odziva), kot kontrolo antagonizma pa spojini tamoksifen (antagonist) 
ter flutamid (brez odziva). Šele nato bomo na tej celični liniji preizkušali izbrane 
modulatorje ER. 
Pripravili bomo različne koncentracije izbranih spojin, in sicer tamoksifena, 4-
hidroksitamoksifena, raloksifena, bazedoksifena, ospemifena in toremifena. Pripraviti 
želimo ustrezne koncentracije, ki nam bodo omogočile izris krivulje odvisnosti odziva 
celične linije od koncentracije spojine. Nato bomo lahko iz dobljenih EC50 in IC50 
vrednosti ovrednotili jakost posameznih SERM-ov.  
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Celice bomo nasadili na mikrotitrske ploščice in počakali tri ure, da se adherirajo oziroma 
pritrdijo na dno. Po tem času bomo celice tretirali z našimi izbranimi spojinami, in sicer z 
vsako koncentracijo trikrat (v treh vdolbinicah). Pri agonizmu bomo na vsaki ploščici imeli 
poleg celic, tretiranih z izbranimi spojinami še kontrolo topila (celice, tretirane z 0,1% 
DMSO), še pozitivno kontrolo (celice, tretirane z 1 nM E2) ter slepo vrednost (medij brez 
celic). Agonizem bomo merili direktno, antagonizem pa posredno. Pri antagonizmu bomo 
celicam dodali medij z agonistom (25 pM E2) in določili, če se v prisotnosti naše spojine 
odziv zmanjša. Pri antagonizmu bomo na vsaki ploščici imeli poleg celic, tretiranih z 
izbranimi spojinami še kontrolo topila (celice, tretirane z 0,1% DMSO), ter dve kontroli za 
antagonizem (1 µM OHT in 100 µM digitonin). Vse to bomo delali v skladu s smernicami 
OECD 455 (41). Celoten potek dela v skladu z načrtom je prikazan na Sliki 4. 
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Slika 4: Načrt testiranja 
Priprava spojin
• Natehtamo spojine
• Spojine raztopimo v DMSO, 
nato si pripravimo ciljne 
koncentracije v mediju
Celice nasadimo na mikrotitrske 
ploščice
• 100 µL celične suspenzije s 
koncentracijo 2×105 celic/mL v 
vsako vdolbinico
• Počakamo tri ure, da se celice 
adherirajo
Tretiramo celice s spojinami
• 50 µL spojine dodamo k 100 
µL celične suspenzije za test 
citotoksičnosti z resazurinom 
in test z luciferinom
• 10 µL spojine dodamo k 100 
µL celične suspenzije za test z 
LDH
Test z LDH
• Dodamo lizirni pufer v vdolbinice z 
maksimalnim sproščanjem, 
inkubiramo 45 minut, prenesemo 50 
µL na nove ploščice, dodamo 
reakcijsko zmes in po 30 min 
ustavimo reakcijo
• Izmerimo absorbanco pri 490 in 680 
nm
Dodamo resazurin
• 22 ur kasneje dodamo v 
vdolbinice s spojinami 10 µL 
resazurina
• Takoj izmerimo fluorescenco 
ozadja, nato po dveh urah še 
fluorescenco resorufina
Liza celic
• Po testu z resazurinom (24 ur 
po inkubaciji)
• Speremo s PBS in dodamo 25 
µL lizirnega pufra CCLR
• Počakamo 5 minut
Merjenje luminiscence
• Tik pred meritvijo dodamo 25 
µL luciferina in izmerimo 
luminiscenco
Statistična obdelava podatkov in 
izris krivulj
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3.  Materiali in metode 
3.1 Delo v celičnem laboratoriju 
3.1.1 Celična linija in medij 
Za testiranja smo uporabili celično linijo HeLa9903. To je humana celična linija 
epitelijskih celic raka materničnega vratu, prikazana je na Sliki 5. Naša linija je bila 
genetsko modificirana, imela je vstavljen konstrukt za estrogenski receptor (ERα) in 
konstrukt za kresničkino luciferazo z estrogenskim odzivnim mestom (43). HeLa celice so 
hitro rastoče celice, ki se pritrdijo na dno gojitvene posode. Gojimo jih v mediju brez fenol 
rdečega, saj bi omenjena spojina že sama delovala estrogeno. Celice smo inkubirali pri 
temperaturi 37 °C in pri 5% CO2. Odmrznili smo celice 6. pasaže in testiranja izvedli v 
približno dveh mesecih.  
 
Slika 5: Celična linija HeLa9903 pri visoki preraščenosti gojišča (43). 
Gojitveni medij smo pripravili iz 500 ml minimalnega esencialnega medija (MEM), ki smo 
mu dodali 50 mL fetalnega govejega seruma (CS-FBS), filtriranega skozi aktivno oglje, da 
mu zmanjšamo vsebnost estrogenov. MEM je brez glutamina, zato smo mu dodali 5 mL 
200 mM L-glutamina, prav tako pa smo mu dodali še 3 mL kanamicina (10 mg/mL v 0,9% 
raztopini NaCl), ki je deloval protimikrobno in preprečeval okužbe celic. Tako pripravljeni 
medij smo hranili v hladilniku (2–8 °C) in ga pred uporabo segreli na 37 °C.  
Medij vsebuje vsa potrebna hranila za rast celic. Anorganske soli zagotavljajo osmotsko 
ravnotežje med celicami in okoljem. Prav tako predstavljajo vir kalcijevih, magnezijevih in 
kalijevih ionov, ki so kofaktorji encimov in so hkrati potrebni za pritrditev celic. 
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Anorganske soli so lahko tudi pufrski sistem, saj celice za rast potrebujejo optimalen pH. 
Medij vsebuje še aminokisline, ki so osnovni gradniki proteinov ter glukozo kot vir 
energije. Vitamini v mediju pa predstavljajo začetne molekule za tvorbo različnih 
kofaktorjev (44). Proizvajalci reagentov, ki smo jih uporabili za pripravo medija, so 
prikazani v Preglednici IV. 
Preglednica IV: Proizvajalci reagentov za pripravo medija. 
Reagenti za pripravo medija Proizvajalec 
MEM Gibco, ZDA 
CS-FBS  Gibco, ZDA 
L-glutamin Omega 
Kanamicin Sigma Aldrich, Nemčija 
3.1.2 Ohranjanje sterilnega okolja 
Pri delu s celičnimi kulturami je treba preprečiti okužbo celičnih kultur ter kontaminacijo s 
kakšno drugo celično kulturo. Skoraj vsi postopki dela se izvajajo v komori z laminarnim 
pretokom zraka (LAF, Laminar Air Flow), ki s pomočjo HEPA filtrov zagotavlja sterilnost 
(44). Slednji zadržijo skoraj vse delce, ki so večji od 0,3 µm.  
Pred pričetkom dela smo prižgali UV lučko na LAF komori za vsaj 15 min, kar je 
razkužilo površine. Nato smo površine v LAF komori še dodatno razkužili s 70% 
etanolom, ki smo si ga predhodno pripravili iz 96% etanola v ustreznem razmerju (za 1 L 
smo vzeli 700 mL 96% etanola in ga zmešali s 300 mL destilirane vode). Prav tako smo 
vse laboratorijske pripomočke, ki smo jih uporabili za delo, razkužili z etanolom, preden 
smo si jih pripravili v LAF komori. Laboratorijske pripomočke, kot so nastavki za pipete, 
mikrocentrifugirke in steklene pipete za aspirator, smo predhodno tudi avtoklavirali. Pri 
delu smo ves čas uporabljali rokavice, ki smo jih med delom večkrat razkužili z etanolom. 
Prav tako smo imeli zaščitno haljo ter posebno obutev, ki smo jo uporabljali le v tem 
prostoru.  
3.1.3 Odmrzovanje celic in nasaditev v gojitveno posodo 
Celice, zamrznjene na -80 °C, smo najprej odmrznili v vodni kopeli s temperaturo 
približno 37 °C. Ko so se celice odmrznile, smo jih v LAF komori s polavtomatsko pipeto 
prestavili v centrifugirko s približno 9 mL medija, ogretega na 37 °C. Zamrznjena celična 
kultura je vsebovala 10 % DMSO, ki deluje kot krioprotektant, torej prepreči nastajanje 
kristalov pri zamrzovanju, ki bi lahko poškodovali celice. Slabost pa je, da je DMSO 
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citotoksičen nad 4 °C in ga je potrebno čim hitreje odstraniti. Celično suspenzijo smo 
centrifugirali 4 minute na 1000 obratov, s tem so se celice posedle na dno. Nato smo z 
aspiratorjem odstranili tekočino, s čimer smo odstranili tudi DMSO. Celicam na dnu 
centrifugirke smo dodali novih 10 mL medija, dobro resuspendirali in s serološko pipeto 
prenesli vso tekočino v gojitveno posodo. Gojitveno posodo smo dali v inkubator in ji en 
dan po nasaditvi zamenjali medij. S tem smo odstranili tudi vse mrtve celice, ki se niso 
pritrdile.  
3.1.4 Faze celične rasti 
Rast HeLa celic lahko prikažemo s sigmoidno krivuljo, ki zajema več faz rasti. Prva faza je 
»lag« faza, v kateri se celice ne delijo, ampak se le prilagajajo na novo okolje. Ko se celice 
prilagodijo, sledi logaritemska faza rasti, v tej fazi se celice eksponentno delijo in so 
najbolj viabilne, zato je priporočljivo poskuse izvajati v tej fazi rasti. Nato rast celic doseže 
stacionarno fazo, v kateri se proliferacija ustavi. V stacionarni fazi že začne primanjkovati 
prostora in hranil, zato se celice delijo mnogo počasneje. Zadnja faza rasti je faza 
odmiranja, ko prevladuje smrt celic (44). Celice je priporočljivo presajati, ko dosežejo 80% 
konfluentnost, da ne pride do odmiranja celic. Na Sliki 6 je prikazana zgoraj opisana 
sigmoidna krivulja, ki prikazuje faze rasti celične linije HeLa9903. 
 
Slika 6: Faze rasti celične linije HeLa9903 (43). 
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3.1.5 Presajanje in štetje celic 
HeLa je tumorska celična linija in nima kontaktne inhibicije, torej se ne preneha deliti, ko 
doseže maksimalno gostoto. Potrebno jo je bilo subkultivirati oziroma redčiti in presaditi v 
drugo gojišče (45). To smo storili tako, da smo v gojitveni posodi najprej z aspiratorjem 
odstranili medij, nato dno posode sprali s 5 mL fosfatnega pufra (PBS). Slednji je odstranil 
serum, ki bi lahko inaktiviral tripsin. V naslednjem koraku smo dodali 2,5 mL tripsina ter 
gojitveno posodo za štiri minute postavili nazaj v inkubator. V tem času je tripsin odlepil 
celice z dna posode. Dodali smo še 7,5 mL medija in vse skupaj prenesli v centrifugirko ter 
centrifugirali štiri minute pri 1000 obratov. Nato smo z aspiratorjem odstranili tekočino 
nad sedimentiranimi celicami in celice resuspendirali v 10 mL svežega medija.  
V novo gojitveno posodo smo presadili približno 0,6–0,8×106 celic. Da bi ugotovili, koliko 
celic imamo, jih je bilo potrebno prešteti. To smo storili tako, da smo v mikrocentrifugirko 
odpipetirali 40 µL barvila tripan modro in 40 µL naše celične suspenzije ter dobro 
premešali z vibracijskim mešalnikom. 10 µL tako pripravljene suspenzije smo odpipetirali 
na hemocitometer in prešteli celice s pomočjo invertnega svetlobnega mikroskopa. Barvilo 
tripan modro prehaja samo v mrtve celice. Tako se mrtve celice obarvajo modro, žive 
celice pa ostanejo svetlejše barve. Prešteli smo celice v kvadrantih A, B, C in D. Pravilo je, 
da se celice na robu upoštevajo, če so na zgornjem ali levem robu, na desnem in spodnjem 
robu pa celic ne štejemo. Za lažji prikaz je priložena Slika 7, ki prikazuje mrežo 
hemocitometra. Označeno je, na katerih robovih je potrebno celice prišteti zraven, na 
katerih pa ne. Koncentracijo celic smo izračunali s pomočjo Enačbe 1.  
 
Slika 7: Mreža hemocitometra (Prirejeno po 46). 
 
se ne upošteva 
se upošteva 
 
 
 
 
A B 
C D 
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število celic/mL = ( 
A + B + C + D
n
) × R ×V 
Enačba 1: Izračun koncentracije celic. 
A, B, C, D – število preštetih celic v posameznem kvadrantu 
n – število preštetih kvadrantov (v našem primeru 4) 
R – faktor redčenja z barvilom tripan modro (v našem primeru 2) 
V – volumen hemocitometra (v našem primeru 10 000) 
V novo gojitveno posodo smo odpipetirali volumen celične suspenzije, ki je ustrezal 
približno 0,6–0,8×106 celic. Temu smo nato dodali še medij tako, da je bil skupen volumen 
10 mL. V Preglednici V so našteti proizvajalci reagentov, ki smo jih uporabili za presajanje 
in štetje celic. 
Preglednica V: Proizvajalci reagentov za presajanje in štetje celic. 
Reagent Proizvajalec 
PBS Gibco, ZDA 
Tripsin brez fenol rdečega Gibco, ZDA 
Tripan modro Sigma-Aldrich, Nemčija 
Na mikrotitrske ploščice smo nasadili 100 µL celične suspenzije s koncentracijo 2×105 
celic/mL, torej je bilo v vsaki vdolbinici na koncu 20 000 celic.  
Najprej je bilo potrebno izračunati kakšen volumen celične suspenzije bomo potrebovali za 
nanos na ploščice. To vrednost smo dobili tako, da smo 100 µL pomnožili s številom 
vdolbinic na mikrotitrskih ploščicah ter prišteli vsaj 2 mL prebitka, saj pri nanosu na 
ploščo prihaja do izgub. Celično suspenzijo smo odpipetirali v vse vdolbinice na 
mikrotitrski ploščici, saj zaradi robnega učinka ni bilo dobro, da bi bile vdolbinice okoli 
testiranih prazne. Na robu namreč tekočina med inkubacijo najbolj izhlapeva, zato se 
spremeni volumen tekočine v vdolbinicah. To bi lahko bil problem, če bi naše testirane 
spojine dali na rob mikrotitrske ploščice, zato smo se temu rajši izognili in robne 
vdolbinice napolnili s celično suspenzijo ali z medijem ter v robnih vdolbinicah nismo 
testirali spojin.  
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Volumen začetne celične suspenzije =  
C2 ×V2 
C1
 
Enačba 2: Izračun volumna celične suspenzije, ki smo ga morali razredčiti za nasajanje na 
mikrotitrske plošče. 
C2 – želena koncentracija celične suspenzije na mikrotitrskih ploščicah (2×105 celic/mL) 
V2 – volumen celične suspenzije, ki ga potrebujemo za nanos na ploščice 
C1 – koncentracija začetne celične suspenzije, ki ga dobimo s štetjem celic na 
hemocitometru 
 
Izračunali smo še volumen medija, ki smo ga morali dodati začetni celični suspenziji, da 
smo jo ustrezno razredčili. Od končnega volumna, ki ga potrebujemo za nanos na ploščice 
smo odšteli volumen začetne celične suspenzije, ki smo ga izračunali po Enačbi 2. 
Dobljena vrednost je predstavljala volumen gojitvenega medija. Pripravljeno celično 
suspenzijo smo nato z multikanalno pipeto nanesli na mikrotitrske ploščice.  
Celice so nato potrebovale približno tri ure, da so se pritrdile na mikrotitrsko ploščico. V 
tem času smo si pripravili raztopine spojin z ustreznimi koncentracijami za testiranje in po 
treh urah tretirali celice s temi raztopinami. Pri testu z luciferinom in testu citotoksičnosti z 
resazurinom smo uporabljali bele mikrotitrske ploščice, le za test z citotoksičnosti z LDH 
smo potrebovali prozorne.  
3.2 Testi citotoksičnosti 
3.2.1 Test z resazurinom 
Resazurin se uporablja za določanje metabolne aktivnosti celic. S tem lahko ugotovimo, če 
je katera izmed naših testiranih spojin citotoksična. Približno 22 ur po tretiranju celic z 
našimi spojinami smo v vsako vdolbinico dodali 10 µL 400 µM resazurina. Izhajali smo iz 
40 mM resazurina (Resazurin sodium salt, Sigma, ZDA), zato ga je bilo sprva potrebno 
100× redčiti s PBS. Delali smo v LAF komori, in sicer z ugasnjeno lučjo, saj je resazurin 
občutljiv na svetlobo. Shranjevali smo ga v mikrocentrifugirkah, zavitih v aluminijasto 
folijo. Kadar ga nismo potrebovali, smo ga imeli v zamrzovalniku na -20 °C, pred uporabo 
pa smo ga odtalili in segreli na sobno temperaturo. Ko smo resazurin nanesli na plošče, 
smo jih takoj prekrili z aluminijasto folijo, da ne bi bile na svetlobi. Že takoj po nanosu 
smo pomerili fluorescenco s pomočjo čitalca mikrotitrskih ploščic Synergy H4 Hybrid 
Reader, da bi videli, če slučajno katera spojina že sama fluorescira. Plošče smo inkubirali 
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še dve uri, nato pa ponovno izmerili fluorescenco. To je bilo torej 24 ur po tretiranju celic z 
izbranimi spojinami. Valovna dolžina vzbujevalne svetlobe je bila 530 nm, medtem ko 
smo emisijsko svetlobo izmerili pri 590 nm. 
Pri testu žive celice pretvorijo barvilo resazurin do resorufina, ta pa fluorescira pri 590 nm, 
kar detektiramo. Reakcija je prikazana na Sliki 8. Resazurin je modre barve, ko se reducira 
pa nastane rožnati resorufin. Citotoksičnost smo določali v primerjavi z 0,1% DMSO v 
mediju, ki je predstavljal 100% preživetje celic oziroma 100% metabolno aktivnost. 
Odšteti je bilo treba še fluorescenco ozadja, za kar smo uporabili vrednosti, ki nam jih je 
dal gojitveni medij brez celic. Vse spojine, ki so zmanjšale metabolno aktivnost glede na 
kontrolo za več kot 20% smo obravnavali kot citotoksične in jih nismo uporabili v 
nadaljnjih testih.  
Test z resazurinom je zelo uporaben predvsem zato, ker ne izključuje ostalih testov. Po 
izvedbi testa smo lahko naredili še lizo celic in test z luciferinom na istih mikrotitrskih 
ploščicah.  
 
  
 
 
Slika 8: Redukcija resazurina v resorufin. 
3.2.2 Test z LDH  
 LDH je citosolni encim, ki se sprosti iz celic, ko je porušena integriteta celične membrane, 
torej, ko so celice mrtve. Ko se LDH sprosti iz celic, katalizira pretvorbo laktata v piruvat. 
Pri tem se NAD+ pretvori v NADH, ki ga diaforaza potrebuje za redukcijo tetrazolijeve 
soli v produkt formazan, ki je rdeče barve. Absorbanco formazana lahko izmerimo pri 490 
nm. Količina formazana, ki nastane, je sorazmerna količini LDH, ki se je sprostila iz celic 
v medij. Potek pretvorbe do formazana prikazuje Slika 9. 
NADH NAD+ 
resazurin resorufin 
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piruvat                     NADH                tetrazolijeva sol 
 
laktat                        NAD+                               formazan 
 
Za testiranje citotoksičnosti preko LDH smo uporabili invitrogen CyQUANTTM LDH 
Cytotoxicity Assay. V Preglednici VI je zapisano, kaj ta komplet vsebuje. Pred samim 
testiranjem je bilo potrebno pripraviti reakcijsko zmes. 11,4 mL deionizirane vode smo 
dodali k substratu in premešali, da se je substrat raztopil. Nato smo dodali 600 µL pufra za 
analizo k deionizirani vodi in substratu ter rahlo premešali. Tako smo dobili reakcijsko 
zmes, ki smo jo shranjevali zaščiteno pred svetlobo v zamrzovalniku na -20 °C.  
Na prozorne mikrotitrske ploščice smo nanesli 100 uL celične suspenzije s koncentracijo 
1,5×105 celic/mL. Naslednje jutro smo celice tretirali z 10 uL ustrezne koncentracije 
spojine (11× koncentrirano) ali 10 µL vode (spontano sproščanje LDH iz celic) ter jih 
inkubirali 6 ali 24 ur pri 37 °C in 5% CO2. Nato smo v vdolbinice, kjer smo določali 
maksimalno sproščanje LDH, dodali 10 µL lizirnega pufra ter plošče inkubirali 45 min pri 
37 °C. Po inkubaciji smo 50 µL medija iz vsake vdolbinice prestavili v ustrezno vdolbinico 
na novi mikrotitrski ploščici. Dodali smo še 50 µL reakcijske zmesi, zavili v aluminijasto 
folijo in pustili za 30 minut na sobni temperaturi, da je potekla reakcija. Preverili smo še, 
da v vdolbinicah niso prisotni mehurčki zraka, ki bi motili meritev. Nato smo dodali 50 µL 
raztopine za ustavitev reakcije in izmerili absorbanco ozadja pri 680 nM in absorbanco 
formazana pri 490 nm.  
LDH aktivnost smo določili tako, da smo najprej od absorbance formazana pri 490 nm 
odšteli absorbanco ozadja pri 680 nm. Nato smo izračunali % citotoksičnosti v skladu z 
Enačbo 3. Tako kot pri testu citotoksičnosti z resazurinom smo upoštevali, da je spojina 
citotoksična, če je preživelo manj kot 80% celic, torej če je bil odstotek citotoksičnosti nad 
20%.  
% citotoksičnosti =( 
LDH aktivnost, ki jo povzroči naša spojina – spontana LDH aktivnost
maksimalna LDH aktivnost – spontana LDH aktivnost
) × 100 
Enačba 3: Izračun citotoksičnosti spojin (prirejeno po 47). 
  
LDH 
 
diaforaza 
Slika 9: Pretvorba tetrazolijeve soli do produkta formazana (prirejeno po 47). 
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Preglednica VI: Proizvajalci reagentov za test citotoksičnosti. 
Reagent Proizvajalec 
CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay 
• Lizirni pufer 
• Substrat 
• Pufer za analizo 
• Raztopina za ustavitev reakcije 
ThermoFisher Scientific, Oregon, ZDA 
3.3 Test z luciferinom  
Za izvedbo luciferaznega testa je bilo najprej treba narediti lizo celic, in sicer 24 ur po 
tretiranju celic z našimi spojinami. Encim luciferaza je v citoplazmi celic, zato smo morali 
celice lizirati, da je lahko encim prišel v stik s substratom luciferinom. Lizo smo naredili 
po sledečem postopku. Najprej smo z aspiratorjem odstranili ves medij iz vdolbinic na 
plošči, nato smo s pomočjo multikanalne pipete vdolbinice sprali s 100 µL PBS. Za tem je 
bilo treba z aspiratorjem dobro odstraniti ves PBS in nato z multikanalno pipeto dodati 25 
µL lizirnega pufra CCLR (Luciferase Cell Culture Lysis Reagent). Do lize celic je nato 
prišlo po približno petih minutah. Reagenti, ki smo jih uporabili pri tem testu, in njihovi 
proizvajalci so zapisani v Preglednici VII. 
Celice HeLa9903 imajo vstavljen gen za kresničkino luciferazo z estrogenskim odzivnim 
mestom. Ko se spojina veže na ER se aktivirajo signalne poti, ki privedejo do biosinteze 
luciferaze. To je encim, ki oksidira spojino luciferin v oksiluciferin v prisotnosti ATP, 
kisika in magnezijevega iona kot kosubstrata. Kemijska reakcija pretvorbe luciferina v 
oksiluciferin je prikazana na Sliki 10. Pri tej reakciji se sprosti svetloba, ki jo nato 
zaznamo. Sproščena svetloba je namreč konstantna le približno za eno minuto, nato pa 
počasi upada, zato je potrebno 25 µL luciferina (luciferazni reagent ONE-Glo) dodati tik 
pred meritvijo. Luciferazni reagent ONE-Glo smo shranjevali na -80 °C, zato ga je bilo 
potrebno iz omare vzeti vsaj dve uri prej, da se je segrel na sobno temperaturo. Prav tako 
ga je bilo treba zaščititi pred svetlobo, zato smo ga zavijali v aluminijasto folijo. Na 
napravi BioTek smo izmerili luminiscenco, ki je bila sorazmerna aktivnosti luciferaze. Ta 
pa je bila odvisna od učinka testiranih spojin.  
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Slika 10: Kemijska reakcija z luciferinom (prirejeno po 48). 
Agonistično delovanje smo določali neposredno, antagonistično pa posredno. Pri testiranju 
antagonizma smo spojinam dodali 25 pM E2, ki je agonist ER. Če je spojina delovala 
antagonistično na ER, se je odziv zmanjšal.  
Preglednica VII: Proizvajalci reagentov za luciferazni test. 
Reagent Proizvajalec 
CCLR Promega, ZDA 
ONE-Glo Luciferase Assay System Promega, ZDA 
3.4 Spojine in ostali reagenti 
Za testiranje smo uporabili šest selektivnih modulatorjev estrogenskih receptorjev, in sicer 
tamoksifen, njegov metabolit OHT, raloksifen, bazedoksifen, ospemifen in toremifen. Kot 
kontrolne spojine smo uporabili 17β-estradiol, 17α-estradiol, kortikosteron, 
metiltestosteron, flutamid, digitonin in dimetil sulfoksid (DMSO). Preglednica VIII 
prikazuje kontrolne spojine, medtem ko Preglednica IX prikazuje testirane spojine.  
  
+ ATP + O2  
kresničkina luciferaza 
Mg2+ 
+ AMP + PPi + CO2 +    svetloba  
luciferin oksiluciferin 
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Preglednica VIII: Kontrolne spojine. 
Ime spojine 
Čistost  
Molekulska masa 
[g/mol] 
CAS Proizvajalec 
17β-estradiol (E2) 
≥98,0% 
272,38  50-28-2 Sigma, MO, ZDA 
17α-estradiol 
≥98,0% 
272,38  57-91-0 Sigma, MO, ZDA 
Kortikosteron 
≥98,5% 
346,46  50-22-6 Sigma, MO, ZDA 
Metiltestosteron 
>98,0% 
302,46  58-18-4 TCI Europe 
Flutamid 
2-metil-N-[4-nitro-3-
(trifluorometil)fenil]propanamid 
≥98,5% 
276,21 13311-84-7 Sigma, MO; ZDA 
Digitonin 
/ 
1229,31  11024-24-1 TCI Europe 
DMSO 
≥99,9% 
78,13 67-68-5 Sigma-Aldrich 
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Preglednica IX: Testirane spojine. 
Ime spojine 
Čistost  
Molekulska masa 
[g/mol] 
CAS Proizvajalec 
Tamoksifen (TAM) 
2-[4-[(Z)-1,2-difenilbut-1-
enil]fenoksi]-N,N-dimetiletanamin 
≥98,0% 
371,51  10540-29-1 Sigma, MO, ZDA 
4-hidroksitamoksifen (OHT) 
Trans-4-hidroksitamoksifen 
≥98,0% 
387,51 68047-06-3 Sigma, MO, ZDA 
Raloksifen (RAL) 
[6-hidroksi-2-(4-hidroksifenil)-1-
benzotiofen-3-il]-[4-(2-piperidin-1-
iletoksi)fenil]metanon 
473,59 84449-90-1 Sintetiziran na 
Fakulteti za farmacijo, 
Ljubljana 
Bazedoksifen (BAZ) 
1-({4-[2-(azepan-1-
il)etoksi]fenil}metil)-2-(4-
hidroksifenil)-3-metil-1H-indol-5-
ol 
470,61 198481-32-2 Sintetiziran na 
Fakulteti za farmacijo, 
Ljubljana 
Ospemifen (OSP) 
2-{4-[(1Z)-4-kloro-1,2-difenilbut-
1-en-1-il]fenoksi}etan-1-ol 
>98.0% 
378,90 128607-22-7 TCI Europe 
Toremifen (TOR) 
(2-{4-[(1Z)-4-kloro-1,2-difenilbut-
1-en-1-il]fenoksi}etil)dimetilamin 
>98,0% 
405,97 89778-26-7 TCI Europe 
3.5 Priprava raztopin testiranih spojin 
Na analitski tehtnici smo v mikrocentrifugirke natehtali nekaj miligramov spojin. Nato smo 
spojinam dodali primeren volumen DMSO, da smo dobili 100 mM raztopine spojin. Z 
DMSO smo redčili do 1000-kratnih koncentracij, ki smo jih potrebovali za test. Naslednje 
redčenje pa je potem potekalo v mediju. 1,5 µL raztopine spojine v DMSO smo raztopili v 
500 µL medija pri testiranju agonizma, oziroma v 500 µL medija s 75 pM E2 pri testiranju 
antagonizma. Tako smo dobili trikrat višjo koncentracijo, ki smo jo potrebovali na testni 
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plošči. Na plošči smo namreč raztopino še trikrat razredčili, saj smo 50 µL pripravljene 
raztopine dodali k 100 µL celične suspenzije in tako dobili želeno koncentracijo spojine. 
Končna koncentracija DMSO v posamezni vdolbinici na plošči je torej bila 0,1%, kar še ni 
toksično za celice. Pred uporabo vsake raztopine, smo le-to premešali na vibracijskem 
mešalniku.  
V skladu z OECD smernicami za testiranje na celični liniji hERα-HeLa-9903 smo najprej 
izvedli teste s kontrolnimi spojinami. Uporabili smo koncentracije po načrtu, 
predstavljenem v Preglednicah X in XI. S tem smo preverili, če je celična linija stabilna in 
če referenčne spojine dajo ustrezne rezultate.  
Preglednica X: Koncentracije kontrolnih spojin za agonizem. 
Spojine E2 17α-estradiol metiltestosteron kortikosteron 
Koncentracije 10 nM 
1 nM 
100 pM 
10 pM 
1 pM 
0,1 pM 
1 µM 
100 nM 
10 nM 
1 nM 
100 pM 
10 pM 
100 µM 
10 µM 
1 µM 
100 nM 
10 nM 
1 nM 
10 µM 
1 µM 
100 nM 
10 nM 
1 nM 
100 pM 
Odziv Močan estrogen Šibek estrogen Zelo šibek estrogen Brez odziva 
 
Preglednica XI: Koncentracije kontrolnih spojin za antagonizem. 
Spojine tamoksifen flutamid 
Koncentracije 10 µM 
1 µM 
100 nM 
10 nM 
1 nM 
100 pM 
10 µM 
1 µM 
100 nM 
10 nM 
1 nM 
100 pM 
Odziv Antagonist Brez odziva 
Ko smo začeli testirati izbrane SERM-e, smo začeli z višjimi koncentracijami, nato pa na 
podlagi krivulje določili, če smo v ustreznem območju. Če krivulja ni imela sigmoidne 
oblike, smo naslednje testiranje izvedli pri nižjih oziroma višjih koncentracijah. V spodnji 
preglednici (Preglednica XII) so prikazane koncentracije, ki smo jih testirali z luciferaznim 
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testom. Preglednica XIII pa prikazuje koncentracije, ki smo jih testirali za citotoksičnost, 
bodisi z LDH testom ali s testom citotoksičnosti z resazurinom.  
Preglednica XII: Koncentracije testiranih spojin. 
 RAL BAZ TAM OHT OSP TOR 
Agonizem 25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
0,01 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
0,01 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
0,01 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
Antagonizem 10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
0,01 nM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
3,3 nM 
1 nM 
0,1 nM 
0,01 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
0,01 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
2,5 µM  
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
25 µM 
10 µM 
5 µM 
2,5 µM  
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
 
Preglednica XIII: Koncentracije spojin za testiranje citotoksičnosti. 
 RAL BAZ TAM OHT OSP TOR 
Koncentracije 50 µM  
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
50 µM  
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
50 µM  
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
 
50 µM  
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
0,1 nM 
50 µM  
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
 
50 µM  
25 µM 
10 µM 
5 µM 
1 µM 
0,1 µM 
0,01 µM 
1 nM 
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3.6 Laboratorijske aparature, oprema in pripomočki 
Pri delu smo uporabljali naslednje aparature, opremo in pripomočke: 
• Pipetboy (IntegrΛ, Švica) 
• Serološke pipete za enkratno uporabo 5, 10 in 50 mL (TPP, Trasadingen, Švica) 
• Aspirator Vacuboy (IntegrΛ, Švica) 
• Steklene pipete za aspirator, Pasteur (Brand, Wertheim, Nemčija) 
• Avtomatska multikanalna pipeta e300, 10–300 µL(Biohit, Helsinki, Finska) 
• Rezervoar za tekočino (VWR, ZDA) 
• Polavtomatska pipeta 0,1–2,5 µL (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
• Polavtomatska pipeta 0,5–10 µL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
• Polavtomatska pipeta 10–100 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
• Polavtomatska pipeta 100–1000 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
• Nastavki za pipete (Biohit, Helsinki, Finska) 
• Centrifugirke 15 in 50 mL (VWR, ZDA) 
• Mikrocentrifugirke (epice) 1,5 mL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
• Gojitvene posode s površino 25 cm2 (TPP, Trasadingen, Švica) 
• Gojitvene posode s površino 75 cm2 (VWR, ZDA) 
• Krioviale (TPP, Trasadingen, Švica) 
• Bele mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami Nuncln Delta Surface (Termo Fischer 
Scientific, Danska) 
• Prozorne mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami (TPP; Trasadingen, Švica) 
• Ostala oprema: stojalo za mikrocentrifugirke, merilni valj (1000 mL), spatule, 
tehtalni čolnički, čaše,… 
• Invertni svetlobni mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Tokyo, Japonska) 
• Hemocitometer (Brand, Wertheim, Nemčija) 
• Vibracijski mešalnik, Vibromix 10 (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
• Hladilnik (4 °C) in zamrzovalnik (-20 °C) (Gorenje, Velenje, Slovenija) 
• Zamrzovalna omara (-80 °C) (Sanyo, Osaka, Japonska) 
• Inkubator MCO–18AIC (Sanyo, Osaka, Japonska) 
• Komora z laminarnim pretokom zraka (Iskra, Šentjernej, Slovenija) 
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• Analitska tehtnica AG245 (Mettler Toledo, ZDA) 
• Čitalec mikrotitrskih ploščic Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek Instruments, 
Vermont, ZDA). 
• Centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
• Avtoklav A-21 (Kambič, Semič, Slovenija) 
• Avtoklav Laboklav 25 (SHP Steriltechnik AG, Nemčija) 
Programska oprema 
• Program Gen 5 (BioTek Instruments, Vermont, ZDA) 
• Program GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Kalifornija, ZDA) 
• Program MS Excel (Microsoft, Washington, ZDA) 
3.7 Statistična analiza podatkov 
Rezultate meritev smo iz programa Gen 5 prenesli v MS Excel ter jih s pomočjo slednjega 
statistično obdelali. Vsa tretiranja so bila izvedena v triplikatih, za nadaljnje računanje smo 
uporabljali povprečne vrednosti teh treh meritev. Intenziteti luminiscence za naše testne 
spojine smo odšteli intenziteto luminiscence, ki so jo dale celice, tretirane z 0,1% DMSO 
(kontrola topila). To smo delili z vrednostjo intenzitete luminiscence, ki so jo dale naše 
celice, izpostavljene 1 nM E2 (pozitivna kontrola). Tudi tej vrednosti smo predhodno 
odšteli vrednost luminiscence za topilo. Celoten izračun prikazuje Enačba 4. Pri 
antagonizmu pa smo namesto z 1 nM E2 delili s 25 nM E2, saj smo gledali, če se odziv 
zmanjša glede na t.i. »spike in« kontrolo. Tako smo dobili relativno transkripcijsko 
aktivnost glede na 25 pM E2, kar prikazuje enačba 5. 
aktivnost luciferaze, normirana na 1 nM E2=
luminiscenca testne spojine – luminiscenca 0,1% DMSO
luminiscenca 1 nM E2 – luminiscenca 0,1% DMSO
 
Enačba 4: Izračun aktivnosti luciferaze testne spojine glede na aktivnost luciferaze 1 nM 
E2, pri agonizmu. 
aktivnost luciferaze, normirana na 25 pM E2=
luminiscenca testne spojine – luminiscenca 0,1% DMSO
luminiscenca 25 pM E2 - luminiscenca 0,1% DMSO
 
Enačba 5: Izračun aktivnosti luciferaze testne spojine glede na aktivnost luciferaze pri 25 
pM E2, pri antagonizmu. 
Tako obdelane rezultate smo kopirali v program GraphPad Prism 6 in izrisali krivulje za 
agonizem oziroma za antagonizem. Določili smo še koncentracije testnih spojin, pri katerih 
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je bila aktivnost luciferaze enaka 10% oziroma 50% pozitivne kontrole (1 nM E2). Ti 
vrednosti smo označili kot PC10 in PC50. To smo izračunali tako, da smo najprej vrednosti 
luminiscence normirali na 0,1% DMSO, nato pa te rezultate uporabili za določitev 
vrednosti, ki ustreza 10% oziroma 50% odgovora 1 nM E2. To število smo primerjali z 
vrednostmi, ki jih je dala naša spojina in izbrali dve koncentraciji. Prvo z vrednostjo 
luminiscence, normirane na 0,1% DMSO, ki je bila nižja od 10% odgovora 1 nM E2, 
drugo vrednost pa višjo od 10% odgovora pozitivne kontrole. Tako smo dobili dve točki na 
koordinatnem sistemu, ki smo jih povezali s premico in s pomočjo koeficienta premice ter 
preseka y-osi določili, pri kateri koncentraciji spojine je odgovor enak kot 10% odgovora 1 
nM E2. Po enakem postopku smo določili še koncentracijo spojine, ki daje enak odgovor 
kot 50% odgovora pozitivne kontrole.  
Program GraphPad Prism 6 je na podlagi krivulje sam določil vrednost EC50 za agoniste 
oziroma IC50 za antagoniste. Določil pa je tudi Hillov koeficient, ki smo ga potrebovali za 
kontrolo stabilnosti celične linije.  
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4.  Rezultati in razprava 
4.1 Rezultati kontrolnih spojin 
Preden testiramo izbrane spojine na naši celični liniji, je treba dokazati, da je le-ta stabilna, 
samo tako bodo rezultati ustrezni. Stabilnost celične linije HeLa9903 smo dokazali s 
testiranjem s kontrolnimi spojinami tako za agonizem kot za antagonizem. Kot kontrolne 
spojine smo pri agonizmu uporabili 17β-estradiol, 17α-estradiol, kortikosteron in 17α-
metiltestosteron. Dobljene rezultate smo primerjali z referenčnimi vrednostmi podanimi v 
OECD protokolu. Rezultati kontrolnih spojin za agonizem so prikazani v Preglednici XIV.  
Preglednica XIV: Rezultati kontrolnih spojin za agonizem. 
Kontrolna spojina Referenčna vrednost Naš rezultat 
17β-estradiol 
• logPC50 
• logPC10 
• logEC50 
• Hillov koeficient 
 
Od -11,4 do -10,1 
<-11 
Od -11,3 do -10,1 
Od 0,7 do 1,5 
 
-10,47 
-11,50 
-10,32 
1,058 
17α-estradiol 
• logPC50 
• logPC10 
• logEC50 
• Hillov koeficient 
 
Od -9,6 do -8,1 
Od -10,7 do -9,3 
Od -9,6 do -8,4 
Od 0,9 do 2,0 
 
-8,48 
-9,50 
-8,42 
1,02 
Kortikosteron 
• logPC50 
• logPC10 
• logEC50 
• Hillov koeficient 
 
/ 
/ 
/ 
/ 
 
/ 
/ 
/ 
/ 
17α-metiltestosteron 
• logPC50 
• logPC10 
• logEC50 
• Hillov koeficient 
 
Od -6,0 do -5,1 
Od -8,0 do -6,2 
/ 
/ 
 
-5,55 
-7,98 
/ 
/ 
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Rezultati kontrolnih spojin za agonizem so bili znotraj referenčnih vrednosti, zato smo 
testirali še tamoksifen in flutamid, ki sta kontrolni spojini za antagonistični test. Tudi tu 
smo primerjali rezultate našega testa z referenčnimi vrednostmi. Rezultati so bili ustrezni, 
prikazani so v spodnji preglednici (Preglednica XV). 
Preglednica XV: Rezultati kontrolnih spojin za antagonizem. 
Kontrolna spojina Referenčna vrednost Naš rezultat 
Tamoksifen 
• logIC50 
 
Od -5,942 do -7,596 
 
-5,945 
Flutamid 
• logIC50 
 
/ 
 
/ 
Poleg zgoraj navedenih kriterijev, je bilo treba zadostiti še nekaj dodatnim kriterijem, ki 
smo jih preverjali na vsaki mikrotitrski ploščici. Pri testih agonizma mora biti povprečna 
luciferazna aktivnost pozitivne kontrole (1 nM E2) vsaj štirikrat večja od povprečne 
luciferazne aktivnosti samega topila, torej 0,1% DMSO. Prav tako pa mora biti vrednost, ki 
predstavlja 10% odziva pozitivne kontrole, normirana na 0,1% DMSO, večja od 1+2SD, 
pri čemer je SD standardni odklon 0,1% DMSO, normiran na 0,1% DMSO.  
Pri testih antagonizma smo na vsaki ploščici preverjali, če je povprečna luciferazna 
aktivnost 25 pM E2 vsaj štirikrat večja od povprečne luciferazne aktivnosti samega topila. 
Prav tako je za ustrezne rezultate testiranih spojin pomembno, da je na vsaki ploščici 
relativna transkripcijska aktivnost (RTA) 1 nM E2 večja od 100%. RTA 1 µM OHT mora 
biti manj kot 40,6% in RTA 100 µM digitonina mora biti manj kot 0%. Vsi ti kriteriji so 
zapisani v OECD smernicah za testiranje kemikalij (42).  
4.2 Rezultati testa z resazurinom 
Test z resazurinom je bil eden izmed testov za preverjanje citotoksičnosti spojin, in sicer 
smo s tem preverjali metabolno aktivnost celic po izpostavljenosti spojinam. Za vse 
testirane spojine smo preverili, če so pri uporabljenih koncentracijah že toksične za celice. 
Meja citotoksičnosti je bila 80% preživelih celic glede na kontrolo, ki je 0,1% DMSO v 
mediju pri agonizmu in glede na 25 pM E2 v mediju pri antagonizmu. Fluorescenco smo 
izmerili 24 ur po tretiranju celic z izbranimi spojinami. Takrat smo tudi že s prostim 
očesom lahko opazili razliko v barvi medija v vdolbinicah s citotoksičnimi koncentracijami 
spojin. Izrisali smo grafe in določili citotoksične koncentracije. Sliki 11 in 12 prikazujeta 
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rezultate, ki smo jih dobili pri določanju agonizma in normiranju glede na 0,1% DMSO, 
Sliki 13 in 14 pa rezultate antagonizma, pri čimer smo rezultate primerjali glede na 25 pM 
E2.  
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Slika 11: Rezultati testa citotoksičnosti z resazurinom za tamoksifen (TAM), ospemifen 
(OSP) in toremifen (TOR). Pri 0,8 je prikazana meja citotoksičnosti. Rezultati so 
izračunani glede na 0,1% DMSO v mediju. 
S Slike 11 razberemo, da uporabljene koncentracije tamoksifena in ospemifena niso imele 
vpliva na metabolno aktivnost celic, medtem ko je  toremifen pri najvišji testirani 
koncentraciji, ki je bila 25 µM, deloval citotoksično (metabolna aktivnost 57,4 %).  
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Slika 12: Rezultati testa citotoksičnosti z resazurinom za spojine bazedoksifen (BAZ), 4-
hidroksitamoksifen (4-OHT) in raloksifen (RAL). Pri 0,8 je prikazana meja citotoksičnosti. 
Rezultati so izračunani glede na 0,1% DMSO v mediju. 
S Slike 12 lahko razberemo, da izbrane koncentracije bazedoksifena od 0,1 nM do 25 µM 
niso citotoksične. Po izpostavljenosti spojini 4-OHT je pri nižjih koncentracijah prišlo celo 
do večje metabolne aktivnosti v primerjavi z 0,1% DMSO, pri koncentraciji 10 µM in 25 
µM pa je ta spojina že delovala citotoksično. Raloksifen pri uporabljenih koncentracijah ni 
deloval citotoksično. Za nadaljnja testiranja torej nismo uporabili 4-OHT v koncentracijah 
nad 5 µM, saj rezultati zaradi manjšega preživetja celic ne bi bili primerljivi.  
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Slika 13: Rezultati testa citotoksičnosti z resazurinom za spojine tamoksifen (TAM), 
ospemifen (OSP) in toremifen (TOR). Pri 0,8% je prikazana meja citotoksičnosti. Rezultati 
so izračunani glede na 25 pM E2 v mediju. 
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Slika 14: Rezultati testa citotoksičnosti z resazurinom za spojine 4-hidroksitamoksifen 
(OHT), raloksifen (RAL) in bazedoksifen (BAZ). Pri 0,8% je prikazana meja 
citotoksičnosti. Rezultati so izračunani glede na 25 pM E2 v mediju. 
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S Slik 13 in 14 razberemo, da nobena izmed zgornjih spojin v teh koncentracijah ne deluje 
citotoksično. Večina jih celo povzroči proliferacijo celic in s tem povečanje metabolne 
aktivnosti. Slednje je predvsem opazno pri ospemifenu in 4-OHT. Rezultati merjenja 
citotoksičnosti za antagoniste se ne skladajo popolnoma z rezultati merjenja citotoksičnosti 
za agoniste. Ker gre za iste spojine, bi pričakovali, da bodo rezultati zelo podobni. Do 
razlike pride, ker smo pri agonizmu primerjali preživetje celic glede na 0,1% DMSO, pri 
antagonizmu pa glede na 25 pM E2.  
4.3 Rezultati testa z LDH 
Test z LDH nam je tako kot test z resazurinom služil za določanje citotoksičnosti izbranih 
spojin. Ta test pa ne temelji na določanju citotoksičnosti preko metabolne aktivnosti, 
temveč ugotavlja citotoksičnost spojine glede na prepustnost celične membrane. Ko je 
poškodovana membrana, se iz celic sprosti citosolni encim LDH, ki smo ga posredno 
določali preko nastanka formazana. Pripravili smo si dve prozorni plošči in celice na eni 
plošči inkubirali z izbranimi koncentracijami spojin šest ur, na drugi plošči pa 24 ur. Meja 
citotoksičnosti je v tem primeru bila enaka kot pri testu z resazurinom, in sicer 80% 
preživetja celic, kar ustreza 20% citotoksičnosti. Na grafu smo prikazali mejo 
citotoksičnosti pri 20%, vse kar je nad to mejo, smo obravnavali kot citotoksično. Za naše 
delo je bilo pomembnejše, da smo upoštevali rezultate, ki nam jih je dala 24-urna 
inkubacija, saj smo tudi v ostalih testih imeli 24-urno inkubacijo.  
B a z e d o k s ife n
C  [u M ]
%
 c
it
o
to
k
s
ič
n
o
s
ti
1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
-1 0
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
2 4 -u rn a  in ku b a c ija
6 -u rn a  in ku b a c ija
 
Slika 15: Citotoksičnost bazedoksifena po 6- in 24-urni inkubaciji s celicami HeLa. 
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Slika 15 prikazuje, da je 24-urna izpostavljenost 50 µM bazedoksifenu že toksična za 
celice. Šest-urna izpostavljenost je precej manj citotoksična kot 24-urna inkubacija, saj je 
pri koncentracijah do 50 µM bazedoksifena povzročila odmrtje manj kot 10% celic. 24-
urna inkubacija pa pri koncentracijah do vključno 25 µM bazedoksifena ni delovala 
citotoksično, pri 50 µM pa je že poškodovala celično membrano.  
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Slika 16: Citotoksičnost tamoksifena po 6- in 24-urni inkubaciji s celicami HeLa. 
S Slike 16 razberemo, da tamoksifen v koncentracijah do 50 µM ne deluje citotoksično, če 
ga s celicami inkubiramo šest ur. Pri daljši, 24-urni inkubaciji, pri 10 µM koncentraciji ne 
deluje citotoksično, pri 25 µM pa že poškoduje membrano celic.   
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Slika 17: Citotoksičnost 4-hidroksitamoksifena po 6- in 24-urni inkubaciji s celicami 
HeLa. 
Na podlagi Slike 17 lahko sklepamo, da OHT že pri krajši inkubaciji deluje precej 
citotoksično pri koncentraciji 25 µM. Prav tako je deloval citotoksično pri daljši inkubaciji 
s to koncentracijo spojine. Koncentracija 10 µM pa je po rezultatih LDH testa še varna za 
testiranje. 
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Slika 18: Citotoksičnost raloksifena po 6- in 24-urni inkubaciji s celicami HeLa. 
Slika 18 prikazuje, da je raloksifen v primerjavi z ostalimi testirani SERM-i najmanj 
citotoksičen. Pri 6-urni inkubaciji s koncentracijami raloksifena do 50µM nismo dosegli 
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citotoksičnosti. Po 24-urni inkubaciji s 50 µM raloksifenom, je le-ta že deloval 
citotoksično, preživelo je približno 70% celic.  
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Slika 19: Citotoksičnost ospemifena po 6- in 24-urni inkubaciji s celicami HeLa. 
S Slike 19 lahko sklepamo, da je ospemifen približno enako citotoksičen tako pri 6- kot pri 
24-urni inkubaciji. Pri 6-urni inkubaciji je dosegel celo višjo toksičnost za celice kot pri 
24-urni, če primerjamo pri koncentraciji 50 µM.  
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Slika 20: Citotoksičnost toremifena po 6- in 24-urni inkubaciji s celicami HeLa. 
Toremifen že pri koncentracijah nad 25 µM deluje citotoksično, kar lahko sklepamo s 
Slike 20. Podobno kot pri ospemifenu je tudi pri toremifenu 6-urna inkubacija povzročila 
večji propad celic kot 24-urna inkubacija s 50 µM koncentracijo toremifena.  
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Če primerjamo vse SERM-e, smo najvišji % citotoksičnosti dosegli s toremifenom, in sicer 
s koncentracijo 50 µM pri 6-urni inkubaciji. Presenetljivo je, da so nekateri rezultati 6-urne 
inkubacije prikazali večjo citotoksičnost kot pri 24-urni inkubaciji s spojino iste 
koncentracije. Slednje se je pojavilo pri toremifenu in ospemifenu. Pri ostalih štirih 
spojinah je bil odstotek citotoksičnosti vedno večji pri 24-urni inkubaciji kot pri 6-urni, če 
smo primerjali rezultate, dobljene z isto spojino enake koncentracije. Izmed vseh testiranih 
spojin, je bil najmanj citotoksičen raloksifen, pri katerem 6-urna inkubacija ni povzročila 
niti 3% propada celic. Daljša inkubacija z najvišjo koncentracijo raloksifena pa je 
povzročila približno 30% propad celic, kar pomeni, da je približno 70% celic preživelo.  
Glede na zbrane rezultate obeh testov smo določili najvišje necitotoksične koncentracije. 
Test z resazurinom je pokazal, da so najvišje necitotoksične koncentracije pri merjenju 
agonizma 25 µM za tamoksifen, ospemifen, bazedoksifen in raloksifen, 5 µM za 4-
hidroksitamoksifen ter 10 µM za toremifen. Pri merjenju antagonizma pa 25 µM za 
tamoksifen, ospemifen in toremifen ter 10 µM za 4-hidroksitamoksifen, raloksifen in 
bazedoksifen. Pri testu z LDH smo izmerili, da je 25 µM koncentracija bazedoksifena, 
raloksifena ali ospemifena necitotoksična, koncentracija 50 µM pa je delovala 
citotoksično. Tamoksifen, OHT in toremifen pa pri 10 µM koncentraciji še niso 
poškodovali celične membrane, pri višjih koncentracijah pa so že bili citotoksični. 
Zaključimo lahko, da smo pri obeh testih dobili podobne rezultate, prišlo je le do manjših 
odstopanj.   
4.4 Rezultati luciferaznega testa izbranih spojin 
4.4.1 Agonizem 
Za določanje agonizma smo upoštevali kriterij, ki ga določajo smernice OECD 455 (41). 
Spojina deluje kot agonist ERα, če je maksimalen odziv, ki ga daje ta spojina, večji ali 
enak 10% odziva, ki ga daje pozitivna kontrola, v tem primeru 1 nM E2. Torej mora na 
grafu plato krivulje doseči vrednost 0,1.  
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Slika 21: Relativna transkripcijska aktivnost bazedoksifena glede na 1 nM E2. 
Preglednica XVI: Rezultati luciferaznega testa agonizma za bazedoksifen. 
Bazedoksifen EC50 PC10 PC50 
1. meritev 8,605 nM / / 
2. meritev 1,115 nM / / 
3. meritev 2,295 nM 8,604 nM / 
Povprečna 
vrednost 
4,224 nM 8,604 nM / 
S Slike 21 vidimo, da pri dveh izmed treh meritvah bazedoksifen ne zadosti kriteriju za 
agonizem. To se sklada tudi z ostalimi raziskavami, saj je HeLa celična linija maternice, 
bazedoksifen pa naj bi na ER v maternici deloval kot antagonist. Pri eni izmed treh 
meritvah pa je dosegel več kot 10% transkripcijsko aktivnost glede na 1 nM E2, in sicer 
približno 12%. V tem primeru je deloval kot šibek agonist. Koncentracija, pri kateri je 
dosegel 50% maksimalnega odziva je bila povprečno 4,224 nM, kar nam prikazuje 
Preglednica XVI. Koncentracija, pri kateri smo dosegli 10% odziva pozitivne kontrole, je 
bila upoštevana le pri zadnji meritvi. Pri eni izmed meritev nam program niti ni hotel 
izrisati krivulje, saj vrednosti niso bile ustrezno razporejene, pri naslednjih meritvah pa 
bazedoksifen sploh ni dosegel 10% odziva pozitivne kontrole. Tako nam ostane le vrednost 
8,604 nM, ki predstavlja PC10. Ker ni v nobenem primeru dosegel 50% odziva pozitivne 
kontrole, vrednosti PC50 nismo mogli izračunati. Dve izmed treh meritev nista zadostili 
kriteriju za agonizem, zato bazedoksifena ne moremo uvrstiti med agoniste.  
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Slika 22: Relativna transkripcijska aktivnost 4-hidroksitamoksifena glede na 1 nM E2. 
Preglednica XVII: Rezultati luciferaznega testa agonizma za 4-hidroksitamoksifen. 
OHT EC50 PC10 PC50 
1. meritev 0,9850 nM 3,754 nM / 
2. meritev 0,2569 nM 1,25 nM / 
3. meritev 0,6672 nM 0,5795 nM / 
Povprečna vrednost 0,6364 nM 1,861 nM / 
OHT je pri vseh treh meritvah deloval kot agonist, saj je vsakič presegel 10% odziva 
pozitivne kontrole. Slednje lahko razberemo s Slike 22. V enem primeru je dosegel 
približno 45% odziva pozitivne kontrole. Pri eni izmed meritev nam program GraphPad 
Prism ni izrisal krivulje, prav tako se je PC10 vrednost močno razlikovala od ostalih 
meritev, zato smo to meritev izločili. V vseh primerih je OHT dosegel 10% odziva 1 nM 
E2, povprečna PC10 vrednost je bila 1,861 nM. V nobenem primeru ni dosegel 50% 
odziva 1 nM E2, zato vrednosti PC50 ni bilo mogoče določiti. Rezultati so prikazani še v 
Preglednici XVII. OHT je metabolit tamoksifena, zato je pričakovano, da deluje podobno 
kot tamoksifen. Ta je znan po tem, da v maternici deluje tudi agonistično, zato se naši 
rezultati skladajo z dosedanjimi znanstvenimi ugotovitvami.  
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Slika 23: Relativna transkripcijska aktivnost raloksifena glede na 1 nM E2. 
Preglednica XVIII: Rezultati luciferaznega testa agonizma za raloksifen. 
Raloksifen EC50 PC10 PC50 
1. meritev /  26,36 nM / 
2. meritev 0,6704 nM / / 
3. meritev 0,09180 nM 22,39 nM / 
4. meritev 0,3462 nM 0,2994 nM / 
Povprečna vrednost 0,3695 nM 16,35 nM / 
S Slike 23 razberemo, da je raloksifen v dveh primerih dosegel 10% odziva glede na 1 nM 
E2. V enem primeru le malo nad 10%, v drugem pa približno 17%, zato bi ga lahko 
razvrstili med šibke agoniste ERα. Rezultate prve meritve nam program GraphPad Prism ni 
zmogel izrisati v krivuljo, a je rezultat PC10 podoben kot v tretji meritvi, zato vrednosti 
nismo izločili. Rezultati so prikazani v Preglednici XVIII. Povprečna EC50 vrednost je 
0,3695 nM, kar pomeni, da ima približno 10× večjo jakost kot bazedoksifen. V nobenem 
primeru ni dosegel 50% odziva pozitivne kontrole, zato nismo določili vrednosti PC50.  
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Slika 24: Relativna transkripcijska aktivnost tamoksifena glede na 1 nM E2. 
Preglednica XIX: Rezultati luciferaznega testa agonizma za tamoksifen. 
Tamoksifen EC50 PC10 PC50 
1. meritev 115,4 nM 44,83 nM 592,1 nM 
2. meritev 99,883 nM 108,8 nM / 
3. meritev 107,2 nM 62,09 nM / 
4. meritev /  17,78 nM / 
Povprečna vrednost 107,5 nM 58,38 nM 592,1 nM 
S Slike 24 lahko razberemo, da je tamoksifen v vseh primerih deloval kot agonist, saj je 
vsakič presegel 10% odziva glede na pozitivno kontrolo. EC50 vrednosti so si med seboj 
kar podobne, povprečna EC50 vrednost glede na naše meritve je 107,5 nM. V primerjavi z 
OHT je ta mnogo večja, kar se tudi ujema z dosedanjimi znanstvenimi ugotovitvami. OHT 
bi naj bil močnejši presnovek tamoksifena, kar so potrdili tudi naši rezultati. PC10 smo 
lahko izračunali v vseh primerih, povprečna vrednost je bila 53,38 nM, kar lahko vidimo v 
Preglednici XIX. Tamoksifen je le v enem primeru dosegel 50% odziva pozitivne kontrole, 
zato je edina vrednost PC50, ki smo jo lahko izračunali, 592,1 nM. Tamoksifen ima torej 
agonistično delovanje na ERα v tkivu maternice, zato obstaja pri zdravljenju s 
tamoksifenom nevarnost raka na endometriju.  
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Slika 25: Relativna transkripcijska aktivnost ospemifena glede na 1 nM E2. 
Preglednica XX: Rezultati luciferaznega testa agonizma za ospemifen. 
Ospemifen EC50 PC10 PC50 
1. meritev 393,0 nM 697,6 nM / 
2. meritev 641,0 nM 960,5 nM / 
3. meritev 590,1 nM 2230 nM / 
4. meritev 125,8 nM 379,3 nM / 
Povprečna vrednost 437,5 nM 1066,9 nM / 
Ospemifen je v vseh štirih meritvah deloval kot šibek agonist, saj je povsod dosegel več 
kot 10% odziva glede na pozitivno kontrolo. Nikoli pa ni presegel več kot 20% odziva 
pozitivne kontrole. Na Sliki 25 lahko vidimo, da se krivulje med seboj tudi precej dobro 
ujemajo. Povprečna EC50 vrednost je bila 437,5 nM. PC10 smo lahko izračunali v vseh 
štirih primerih, povprečna vrednost je bila 1066,9 nM. Ker ospemifen ni dosegel 50% 
odziv 1 nM E2, nismo mogli določiti vrednosti PC50. Rezultati so prikazani v Preglednici 
XX.  
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Slika 26: Relativna transkripcijska aktivnost toremifena glede na 1 nM E2. 
Preglednica XXI: Rezultati luciferaznega testa agonizma za toremifen. 
Toremifen EC50 PC10 PC50 
1. meritev 213,6 nM 318,2 nM / 
2. meritev 116,4 nM 575,6 nM / 
3. meritev 163,4 nM 678,6 nM / 
4. meritev 127,3 nM 287,2 nM / 
Povprečna vrednost 155,2 nM 464,9 nM / 
Toremifen je v vseh štirih meritvah dosegel 10% odziva 1 nM E2, kar pomeni, da bi ga 
vsakič lahko razvrstili med agoniste. Maksimalen odziv, ki ga je dosegel, je okoli 20%, 
torej je precej šibek agonist. V treh ponovitvah pa je dosegel nižji odziv, le okoli 13%. 
Vrednosti EC50 so si med biološkimi ponovitvami precej podobne, povprečna vrednost je 
155,2 nM, kar je primerljivo s tamoksifenom. Tudi vrednosti PC10 so si med seboj 
podobne, povprečna vrednost je 464,9 nM. Vrednosti PC50 ni bilo mogoče izračunati, saj 
toremifen nikdar ni dosegel 50% odziva glede na 1 nM E2. Rezultati so prikazani na Sliki 
26 in v Preglednici XXI. 
Če primerjamo rezultate agonizma za izbrane spojine, lahko določimo, da je najbolj 
učinkovit tamoksifen, zelo podobno učinkovitost ima tudi OHT. Raloksifen, ospemifen in 
toremifen so precej manj učinkoviti in delujejo bolj šibko agonistično. Glede na EC50 
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lahko določimo še jakost učinkovin. Najnižji EC50 ima raloksifen, kar pomeni, da ima 
najvišjo moč. Sledi mu OHT, nato tamoksifen, toremifen, na koncu pa z najnižjo jakostjo 
še ospemifen.  
4.4.1 Antagonizem 
Za določanje antagonizma smo prav tako uporabili kriterij po OECD 455 smernicah (41). 
Ta je določal, da lahko spojino razvrstimo med antagoniste ERα, če le-ta zmanjša odgovor 
25 pM E2 za vsaj 30%. Prav tako je pogoj, da preiskovana spojina ne sme delovati 
citotoksično, saj bi potem do zmanjšanja odziva prišlo zaradi manjše viabilnosti celic in ne 
zaradi antagonističnega delovanja na ERα. Pri bazedoksifenu, OHT in raloksifenu smo 
dobili krivulje v obliki črke U. Pri določanju IC50 smo upoštevali samo prvi del, ko so 
vrednosti padale.  
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Slika 27: Relativna transkripcijska aktivnost bazedoksifena glede na 25 pM E2. 
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Preglednica XXII: Rezultati luciferaznega testa antagonizma za bazedoksifen 
Bazedoksifen IC50 
1. meritev 3,278 nM 
2. meritev 3,027 nM 
Povprečna vrednost 3,153 nM 
Bazedoksifen je v obeh upoštevanih meritvah ustrezno znižal odgovor 25 pM E2, zato ga 
lahko uvrstimo med antagoniste. Ene izmed meritev nismo upoštevali, saj nam program iz 
rezultatov ni izrisal krivulje. Rezultati so prikazani na Sliki 27 in v Preglednici XXII. 
Bazedoksifen naj bi imel antiestrogeno delovanje na tkivo maternice, kar lahko tudi 
potrdimo z našimi rezultati. Odziv 25 pM E2 je znižal za 75%, ne samo za 30% kot je meja 
za antagonizem.   
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Slika 28: Relativna transkripcijska aktivnost OHT glede na 25 pM E2. 
Preglednica XXIII: Rezultati luciferaznega testa antagonizma za OHT. 
OHT IC50 
1. meritev 8,141 nM 
2. meritev 9,015 nM 
Povprečna vrednost 8,713 nM 
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4-hidroksitamoksifen je v vseh treh ponovitvah dovolj znižal odziv 25 pM E2, da ga lahko 
uvrstimo med antagoniste. IC50 vrednost ima primerljivo z bazedoksifenom, oba imata 
prelom krivulje v nanomolarnem območju. Rezultati so prikazani na Sliki 28 in v 
Preglednici XXIII.  
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Slika 29: Prikaz krivulje OHT – antagonizem 
Na Sliki 29 vidimo, da je OHT ena izmed spojin, pri kateri dobimo krivulje v obliki črke 
U. Prav tako smo takšne krivulje opazili tudi pri bazedoksifenu in raloksifenu. Da smo 
lahko izračunali IC50 smo uporabili levi del krivulje, kjer vrednosti padajo. Opazimo 
lahko, da pri višjih koncentracijah OHT ne zniža odgovora dovolj, da bi deloval 
antagonistično. Pri vmesnih koncentracijah pa je ustrezno znižal odziv 25 pM E2.  
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Slika 30: Relativna transkripcijska aktivnost raloksifena glede na 25 pM E2. 
 
Preglednica XXIV:Rezultati luciferaznega testa antagonizma za raloksifen. 
Raloksifen IC50 
1. meritev 0,8907 nM 
2. meritev 1,379 nM 
Povprečna vrednost 1,135nM 
Na Sliki 30 vidimo, da je raloksifen v dveh meritvah znižal estrogeni odziv za več kot 
30%. Na podlagi navedenega ga lahko uvrstimo med antagoniste. Prav tako kot prejšnji 
spojini ima tudi raloksifen prelom krivulje v nanomolarnem območju. Rezultati so 
številčno prikazani v Preglednici XXIV. Raloksifen bi naj na tkivo maternice deloval 
antagonistično, naši rezultati to tudi potrdijo.  
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Slika 31: Relativna transkripcijska aktivnost tamoksifena glede na 25 pM E2. 
Preglednica XXV: Rezultati luciferaznega testa antagonizma za tamoksifen. 
Tamoksifen IC50 
1. meritev 5,248 µM 
2. meritev  1,160 µM 
Kontrole 1,135 µM 
Povprečna vrednost 2,514 µM 
S Slike 31 je razvidno, da je tamoksifen v dveh bioloških ponovitvah znižal estrogeni 
odziv 25 pM E2 za več kot 30%. IC50 vrednosti so v mikromolarnem območju, kar 
pomeni, da ima tamoksifen nižjo jakost kot bazedoksifen, raloksifen in OHT. Pri merjenju 
antagonizma nam je tamoksifen predstavljal več težav kot ostale spojine, zato smo pri tej 
spojini meritve ponovili večkrat, a dve meritvi še vedno nista bili ustrezni Preglednica 
XXV prikazuje zbrane rezultate upoštevanih meritev.  
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Slika 32: Relativna transkripcijska aktivnost ospemifena glede na 25 pM E2. 
Preglednica XXVI: Rezultati luciferaznega testa antagonizma za ospemifen. 
Ospemifen IC50 
1. meritev 2,551 µM 
2. meritev 2,851 µM 
3. meritev 1,341 µM 
Povprečna vrednost 2,248 µM 
Ospemifen ima zelo podobno jakost kot tamoksifen, prelom krivulje je v mikromolarnem 
območju. V Preglednici XXVI je razvidno, da so IC50 vrednosti zelo primerljive med 
biološkimi ponovitvami. Slika 32 prikazuje, da je ospemifen v vseh treh meritvah ustrezno 
znižal odziv 25 pM E2, zato zanj lahko trdimo, da ima antiestrogeno delovanje.  
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Slika 33: Relativna transkripcijska aktivnost toremifena glede na 25 pM E2. 
Preglednica XXVII: Rezultati luciferaznega testa antagonizma za toremifen. 
Toremifen IC50 
1. meritev 24,91 µM 
2. meritev 25,66 µM 
3. meritev 20,76 M 
Povprečna vrednost 25,29 µM 
Toremifen je v vseh treh primerih dovolj znižal estrogeni odziv, a v dveh bioloških 
ponovitvah šele pri koncentraciji 25 µM. To je možno razbrati s Slike 33. S testom 
določanja citotoksičnosti z LDH je koncentracija 25 µM že povzročila poškodbo celic, pri 
testu z resazurinom pa spojina ni delovala citotoksično. Zato bi nizek odziv pri tej 
koncentraciji toremifena pripisali poškodbi celic in ne antagonističnemu delovanju na ERα. 
Rezultati so prikazani v Preglednici XXVII.  
Pri določanju antagonističnega delovanja na ERα smo imeli več težav kot pri določanju 
agonizma. Velikokrat nam program GraphPad Prism na podlagi rezultatov ni mogel izrisati 
krivulje. Največ težav smo imeli s tamoksifenom, zato smo z njim naredili več meritev. Na 
podlagi meritev lahko vidimo, da toremifen ni deloval kot antagonist ERα, saj pri najvišji 
necitotoksični koncentraciji ni znižal odziva 25 pM E2 za vsaj 30%. Najnižjo jakost smo 
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določili pri tamoksifenu, sledil mu je ospemifen, nato OHT in bazedoksifen, najvišjo jakost 
pa je imel raloksifen.  
Na celični liniji HeLa9903 ni bilo narejenih veliko in vitro študij, ki bi preučevale 
delovanje SERM-ov na ER. Dostopna je študija Blakemana in sodelavcev (35) v sklopu 
katere so določali delovanje raloksifena, tamoksifena in OHT na HeLa9903 celično linijo. 
V njihovi študiji so vse te tri spojine delovale kot agonisti in kot antagonisti ER. Med 
rezultati so podali PC10 vrednosti iz katerih lahko razberemo, da je raloksifen pri najnižji 
koncentraciji dosegel 10% odziva pozitivne kontrole, sledil mu je OHT, nato pa 
tamoksifen pri najvišji koncentraciji. Rezultati naše magistrske naloge prav tako kažejo, da 
izmed teh treh spojin tamoksifen doseže 10% odziv pri višjih koncentracijah kot raloksifen 
in OHT. Naši rezultati pa se od študije razlikujejo v vrstnem redu za raloksifen in OHT, in 
sicer prikazujejo, da OHT doseže 10% odziv pri nižji koncentraciji kot raloksifen. 
Zanimivo je tudi, da so lahko v študiji pri raloksifenu izračunali celo PC50, kar pomeni, da 
je dosegel 50% odziv. V naših poskusih niti enkrat ni presegel 20% odziva pozitivne 
kontrole. V enem izmed naših poskusov pa smo lahko izračunali PC50 tamoksifena, saj je 
enkrat dosegel 50% odziv. Rezultatov antagonizma v študiji na žalost niso podajali 
številčno, zapisano je samo, da so vsi delovali kot antagonisti. To se ujema z rezultati naše 
študije. Prav tako so v študiji dobili krivuljo, ki prikazuje antagonistično delovanje 
raloksifena, v obliki črke U. To smo zasledili tudi na našem grafu. Poleg tega so naši 
rezultati za bazedoksifen ter za OHT prav tako prikazovali krivulje v obliki črke U.  
Več študij, ki bi raziskovale delovanje ostalih SERM-ov na ER HeLa9903 celične linije, 
nismo zasledili.  
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5.  Sklep 
V sklopu magistrske naloge smo želeli določiti delovanje tamoksifena, 4-
hidroksitamoksifena, bazedoksifena, raloksifena, ospemifena in toremifena na ERα. 
Meritve smo izvajali na humani celični liniji HeLa9903, ki ima vstavljen gen za 
kresničkino luciferazo z estrogenskim odzivnim mestom. Izvedli smo teste citotoksičnosti 
z resazurinom in LDH ter test z luciferinom za določanje estrogene aktivnosti.  
Čeprav lahko testirane spojine in vitro delujejo kot agonisti in kot antagonisti pa vidimo, 
da se med seboj razlikujejo po jakosti in učinkovitosti. Nekateri imajo tako nizko 
učinkovitost, da jih že težko razvrstimo med agoniste, glede na naše rezultate je takšna 
spojina bazedoksifen. Zelo nizko učinkovitost imajo tudi raloksifen, ospemifen ter 
toremifen, zanje bi lahko rekli, da delujejo šibko agonistično na ERα. Bolj učinkovita pri 
aktivaciji receptorja sta tamoksifen ter njegov metabolit, 4-hidroksitamoksifen. V 
primerjavi z estrogenom je njun odgovor še vedno dokaj nizek, in sicer dvakrat nižji od 
samega hormona.  
Pri testiranju agonizma nismo imeli veliko težav. Odziv je v primerjavi z estrogenom zelo 
nizek, razen pri tamoksifenu in metabolitu OHT. Pri teh dveh spojinah je prišlo tudi do 
odstopanj v krivulji, v več testiranjih smo dosegli različne maksimume odzivov. Pri enem 
merjenju je bil maksimum pri 20% odziva estrogena, pri drugem pa pri okoli 50% odziva 
estrogena. Pri ostalih spojinah so rezultati prikazovali bolj skladne krivulje.  
Več težav kot pri agonizmu pa smo imeli pri testiranju antagonizma. Več krivulj ni bilo 
izrisanih v skladu s pričakovanji. Pri toremifenu sploh nismo dobili tipične krivulje za 
antagonizem, saj smo lahko antiestrogeno delovanje pripisali citotoksičnosti in ne 
delovanju na estrogenske receptorje. Pri ospemifenu se z višanjem koncentracije počasneje 
kaže antiestrogeni učinek, krivulja je bolj položna kot pri ostalih spojinah. Določili smo, da 
imajo antiestrogeno delovanje bazedoksifen, raloksifen, ospemifen, tamoksifen in OHT.  
Pri delu nam je največ težav predstavljal tamoksifen, predvsem pri merjenju antagonizma. 
Za končne meritve smo težavo rešili tako, da smo ponovno natehtali spojino in pripravili 
novo raztopino. Nadaljnje meritve so bile ustreznejše.  
Potrebno bi bilo odkriti nove in vitro metode, s katerimi bi lahko bolje predvideli delovanje 
novo odkritih spojin. V celičnih linijah lahko delujejo kot agonisti ali kot antagonisti, zato 
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težko predvidimo, kako bodo delovale in vivo. Prav tako bi bilo treba raziskati točen 
mehanizem delovanja SERM-ov ter vse koaktivatorje in korepresorje, ki se nahajajo v 
tarčnem tkivu. Problem nastopi tudi, ker je in vivo delovanje vrstno specifično – spojina 
lahko pri testirani vrsti živali deluje kot agonist, v človeškem tkivu pa kot antagonist. Tudi 
to predstavlja težavo pri predvidevanja učinka spojine v človeškem telesu.  
SERM-i so zelo zanimive spojine, ki imajo veliko potenciala v terapiji. Da bi odkrili 
»popolni« SERM, ki ga že zelo dolgo iščejo, bo potrebno narediti še več raziskav na tem 
področju, tako in vivo kot in vitro študije. Naša magistrska naloga se je dotaknila le delčka 
neraziskanega področja, a upamo, da bo vseeno pripomogla k razumevanju teh spojin.  
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